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1 UVOD A CiLE PRACE

Fytohormony, neboli rostlinné hormony, jsou prirozenymi metabolity rostlin regulujici jejich rdst
a vyvoj. Hraji nezastupitelnou roli v komunikaci mezi burikami, pletivy a organy v pribéhu celého
Zivotniho cyklu. Prvnimi objevenymi fytohormony byly auxiny, které maji nepostradatelnou roli
v rUstu a vyvoji rostlin, ale zastavaji také dalezitou ulohu v pohybovych reakcich na vnéjsi podnéty
(fototropismus, gravitropismus) a stimuluji tvorbu laterdlnich a adventivnich kofen(. Cytokininy
tvofi dalsi vyznamnou skupinu fytohormond, jenz hraji kli¢ovou roli v mnoha fyziologickych
a vyvojovych procesech na urovni jednotlivych rostlinnych slozek (burky, tkané a organy). Spolu
s auxiny jsou zodpovédné za regulaci ristu a vyvoje rostlin, bunééného déleni, diferenciaci, starnuti
a odolnost vici stresu.

Teoretickd Cast této prace byla orientovand na dukladnou charakteristiku homeostazy
auxinU a cytokinin( popisujici zejména jejich biosyntézu, metabolismus, transport a signalni drahy,
a to zejména v korfenové Spicce. Dalsi ¢asti byl popis technik pouzivanych pro analyzu fytohormont
se zamérenim na metody dale aplikované v experimentalni ¢asti.

Hlavnim cilem této prace byla optimalizace metody pro izolaci a tridéni protoplastl
z korenové Spicky mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana, jez maji pomoci fluorescencni latky
(,green fluorescent protein®; GFP) znacené rozdilné typy bunék. V téchto protoplastech bylo
nasledné provedeno metabolické profilovani auxinl a cytokining.

PrestozZe byly jiZz v minulosti publikovany prace zamérené na podobnou problematiku, tato
metoda by méla umoznit detailnéjsi a podrobnéjsi analyzu rostlinnych hormonu v kofenové spicce
z divodu velkého rozvoje purifikacnich a analytickych metod v poslednich letech, které umoznuji

analyzu metabolitl o stale nizsich koncentracich a v mensim mnozstvi vzorku.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Rostlinné hormony

Rostlinné hormony, neboli fytohormony, jsou skupinou prirozené se vyskytujicich organickych latek
ovliviujici celou skalu fyziologickych procest probihajicich v rostlinach. Tyto metabolity se
v rostlinach vyskytuji ve velmi malych koncentracich (<1 uM), kde jejich funkce spociva predevsim
v regulaci rQstu a vyvoje, ale také zprostredkovavaji reakce na vnéjsi stimuly a prenasi informaci mezi
pletivy a organy (Davies, 2010). Z mista jejich biosyntézy jsou transportovany jednak na kratké
vzdalenosti bunéénym transportem, anebo do rozlehlejsich ¢asti vodivymi pletivy, kde v zavislosti
na jejich pritomnosti dochazi ke specifickym biochemickym, fyziologickym a morfologickym reakcim
(Davies, 2010; Prochdzka et al., 1998). Obecné se rozlisuji dvé hlavni skupiny fytohormonu. Prvni
skupinu tvofi tzv. stresové hormony, mezi které patfi kyselina salicylova, kyselina jasmonova, ethylen
a kyselina abscisova. Na podpore rustu, vyvoje a bunécného déleni se podili druhd skupina
rostlinnych hormont, a to tzv. pozitivni rlstové regulatory, do kterych spadaji cytokininy, auxiny,
gibereliny a brassinosteroidy (Vankova a Pessarakli, 2010). Mezi rostlinné signalni molekuly dale

fadime strigolaktony, polyaminy a signalni peptidy (Davies, 2010).

2.2 Auxiny

Auxiny byly objeveny ve tficatych letech 20. stoleti a jsou tak prvni objevenou skupinou rostlinnych
hormont (Went a Thimann, 1937). Transport auxinl je spole¢né s homeostazi a interakcemi s jinymi
dominance, stimulace rlstu a vyvoje rostliny, inhibice prodluZovani kofend, regulace gravitropismu
a fototropismu a také stimulace tvorby laterdlnich korfen( (Davies, 2010).

Nejznaméjsim auxinem je kyselina indol-3-yloctova (IAA), ktera fidi mnozstvi vyvojovych
reakci. DalSimi prirozené vyskytujicimi se auxiny jsou kyselina fenyloctova (PAA) a kyselina 4-chlor-
indol-3-yloctova (4-CI-IAA) (Obr. 1). Béhem rlstu rostliny je I1AA regulovana v zavislosti na vnéjsich
a vnitfnich podnétech, a to prostfednictvim polarniho transportu, biosyntézou de novo

a metabolismem (Casanova-Saez et al., 2021).
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Obr. 1: Struktury auxinG. Prvni fadek zndzorriuje struktury vybranych pfirozené se vyskytujicich auxin(:
kyselina indol-3-yloctova (IAA), kyselina 4-chlor-indol-3-yloctova (4-Cl-1AA) a kyselina fenyloctova (PAA). Druhy
radek znazorfuje struktury vybranych syntetickych auxin(: kyselina 3,6-dichlor-2-methoxybenzoova
(dicamba), kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina 1-naftyloctova (NAA).

2.2.1 Biosyntéza

Za biosyntézu auxinu jsou zodpovédné dvé zakladni drahy. Prvni z nich vychazi z aromatické kyseliny
L-tryptofanu (Trp), podle které je znama také jako cesta zavisla na tryptofanu (Obr. 2). Syntéza Trp
probiha v chloroplastech cestou Sikimatu, skrze kterou produkuje vétsSina Zivych organismu
aromatické aminokyseliny (Maeda a Dudareva, 2012). Druhou méné znamou a minoritni cestou
vedouci ke vzniku IAA je draha nezdvisla na tryptofanu, pfi které zprostredkovava cytosolicka
indolsyntasa preménu indol-3-ylglycerolfosfatu na indol, jehoZ konverze na IAA vsak stale neni
objasnéna (Casanova-Saez et al., 2021).

V soucasnosti jsou znamé Ctyri zakladni metabolické drahy zavislé na tryptofanu, které jsou
rozliSovany na zakladé svych meziproduktd. Mnozstvi dosavadnich poznatk( o jednotlivych cestach
se vsak lisi. Jedind plné objasnéna draha je vedena pres meziprodukt kyselinu indol-3-
ylpyrohroznovou (IPyA) (Di et al., 2015). Tato draha se sklada z dvoustupriové reakce, pfi které je
Trp nejprve deaminovan prostfednictvim tryptofan aminotransferasy Arabidopsis 1 (TAA1)
a proteint TAA1 pribuznym na meziprodukt reakce IPyA, kterd je nasledné dekarboxylovana na IAA

prostrednictvim monooxygenas obsahujici flavin z rodiny YUCCA (Stepanova et al., 2008; Zhao et al.,
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2001). Zminénad draha je povaZzovdna za univerzdini cestu pro syntézu IAA v suchozemskych
rostlinach (Casanova-Saez et al., 2021).

Méné objasnéna draha, vedouci pres meziprodukt indol-3-ylacetaldomix (IAOx), je
zprostfedkovana dvéma isozymy zrodiny monooxygenas cytochromu P450 (CYP), CYP79B2
a CYP79B3 katalyzujici pfeménu Trp na IAOx. Tato cesta je vSak omezend pouze na cCeled
Brassicaceae (do které spada i A. thaliana), jelikoz IAOx a geny cyp79b2/3 byly nalezeny pouze u této
Celedi (Sugawara et al., 2009). Molekula IAOx m(iZze byt dale metabolizovana na indol-3-ylacetonitril
(IAN) pomoci enzymu CYP71A13 (Nafisi et al., 2007) nebo se Ucastni syntézy indolglukosynolat(

a kamalexinu, jezZ jsou u rostlin vyznamné obranné metabolity (Hull et al., 2000)

/ N
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;i CYP79B2, CYP79B3 J
s TAAT/TARS
v indol-3-ylacetaldomix ;
{IAOX) /s
CYF ?ﬁy ;. kyselina indol-3-ylpyrohroznova
¥ (IPyA)

indol-3-ylacetonitril (IANF— i"d°|'3'!|f|a¢ﬂa“'lid (1AM}
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Kyselina indol-3-
vloctova (1AA)

Obr. 2: Schéma biosyntézy IAA. Zelené pozadi zndzorfuje drahu probihajici v mitochondrii, bilé pozadi
popisuje drahu probihajici v cytoplasmé. Jednotlivé Sipky oznacuji pfislusSnou metabolickou drahu.
Prerusované Sipky oznacuji enzymatické drahy, které doposud nebyly jesté prokazany (prevzato a upraveno
podle Casanova-Saez et al., 2021).

Dalsimi meziprodukty syntetické drahy IAA vedouci pres Trp je, kromé jiz zminéného IAOx,
indol-3-ylacetamid (IAM) a IAN, jehoz pfeména na IAA je zprostiedkovana rostlinnymi nitrilasami
(NIT) (Lehmann et al., 2017). Draha vedouci pfes IAM je zndma predevsim u bakterii syntetizujici

IAA (napf. Agrobacterium, Rhizobium) (Sekine et al., 1989; Clark et al., 1993). Jeji princip vSak neni
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zatim zcela zndmy, ac se predpoklada, Ze k pireméné IAM na IAA dochdzi pomoci amidasy 1 (AMI1)
(Pollmann et al., 2003; Neu et al., 2007). A prestoze IAM muzZe byt produkovan skrze IAOx a IAN,
IAM byl detekovan iu jinych druh( nez Brassica, které 1AOx postradaji (Sugawara et al., 2009;
Olatuniji et al., 2017). PrestoZe nejsou prozatim vsechny drahy zcela objasnéné, kazda z nich plsobi
vlastnim zplsobem paralelné a redundatné, jelikoz blokace jedné z nich nevede ke sniZeni hladin

IAA (Woodward et al., 2005; Olatunji et al., 2017).

2.2.2 Metabolismus

Vétsina IAA se v rostlinach nachazi ve formé neaktivnich konjugdtll, které mohou byt reverzibilné
pfeménény na IAA (zasobni forma) slouzici k vyrovnani hladin auxinu bez nutnosti jejich syntézy
de novo nebo jako ireverzibilni metabolity, které jsou vysledkem eliminace nadbytku IAA (Casanova-
Séez et al., 2021).

Zasobni formy auxinu v rostlinach Ize klasifikovat do ¢tyr hlavnich skupin: esterové vazané,
amidoveé vazané, oxidované IAA konjugaty a methylester IAA (MelAA) (Casanova-Saez et al., 2021),
obdobné jak je znazornéno na Obr. 3. Estery IAA vznikaji navazanim cukerné slozky na karboxylovou
skupinu prostrednictvim esterové vazby (Ludwig-Miiller et al., 2005). V reversibilni konverzi IAA
na IAA-glukosu (IAA-Glc) hraje Ustfedni roli UGT (uridindifosfat glykosyltransferasa). Glykosylace I1AA
v A. thaliana je zprostfedkovana UDP-glykosyltransferasou 84B1 (UGT84B1), zatimco UGT74D1 se
podili na glykosylaci ireversibilné vytvoreného oxidativniho katabolitu kyseliné 2-oxo-indol-3-
yloctové (oxIAA) za vzniku oxIAA-glukosy (oxIAA-Glc) (Mateo-Bonmati et al., 2021), ktery je nejvice
zastoupenym esterem u modelové rostliny A. thaliana (Casanova-Saez et al., 2021).

Amidy auxin jsou skupinou sloucenin, ve kterych je IAA konjugovana s aminokyselinami,
malymi peptidy a proteiny, pficemz nejlépe jsou charakterizovany nizkomolekularni konjugaty IAA-
aminokyselina (IAA-AA), které slouzi jako zasobni forma IAA. IAA-amidova vazba je syntetizovana
skupinou IAA acyl amidosyntetas zrodiny GRETCHEN HAGEN 3 (GH3), které v rostlinach
zprostiedkovavaji reakci na bioticky a abioticky stres (Staswick et al., 2005). Zvysené koncentrace
auxinu vedou k silné indukci GH3 enzymU. U A. thaliana se vyskytuje 19 rznych proteind GH3, které
jsou na zakladé substratové specifity a sekvenéni homologie klasifikovany do tti skupin (I az Il)
(Staswick et al., 2005). Zatimco prvni skupina GH3 proteind konjuguje kyselinu jasmonovou
s isoleucinem (Staswick a Tiryaki, 2004), treti skupina, specificka predevsim pro Celed Brassicaceae,
obsahuje proteiny, které jsou pravdépodobné aktivni pfi metabolismu benzoat( (Okrent et al.,
2009). Druha skupina obsahuje enzymy (AtGH3.1, AtGH3.2, AtGH3.3, AtGH3.5, AtGH3.6 a AtGH3.17)
konjugujici auxiny a jeji ¢lenové jsou jako jedini zapojeni do konjugace oxIAA s aminokyselinami
(Brunoni et al., 2023). Nejhojnéji zastoupené aminokyselinové konjugaty IAA v rostlinné Fisi tvori

IAA s aspartatem (IAA-Asp) a glutamatem (IAA-Glu) (Ostin et al., 1998; Novék et al., 2012). Kromé
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téchto aminokyselin se mohou v urcitych rostlinach tvofit konjugaty IAA s alaninem, leucinem,
tryptofanem, glycinem, valinem ¢i fenylalaninem (Péncik et al., 2009). Kromé enzym( GH3 se
na metabolismu auxinu podili také skupina aminohydrolas: IAA-LEUCINE RESISTANT 1 (ILR1) a ILR1-
like (ILL), které hydrolyzuji 1AA-konjugaty aminokyselin zpét na volnou IAA, prestoze se dfive
predpokladalo, Ze tato hydrolyza u IAA-Asp a IAA-Glu neprobiha (Brunoni et al., 2023; Hayashi et al.,
2021).

OH H-AA
IAA-AA
GH3
MelAA Y o
A\ .
ILR1, ILL @ \
N
H SN
H
IAA-Glc
o)
‘\
/NH-AA
IAA-Glc IAA-AA
o}
LJGT74D1
N ILR1 ILL

H

Obr. 3: Schéma hlavnich metabolickych drah IAA v rostlinach. Jednotlivé Sipky oznacuji pfislusnou
metabolickou drdhu. PreruSované Sipky oznacuji enzymatické drahy, které doposud nebyly jesté plné
objasnény. Modrou barvou jsou znazornény amidové konjugaty (IAA-AA, oxIAA-AA) syntetizované GH3
enzymem, Zluta barva znazoriiuje jednotlivé oxidac¢ni konjugaty (oxIAA, oxIAA-AA, oxIAA-Glc) oxidované DAO1
proteinem, zelend barva oznacuje glykosylované konjugaty (IAA-Glc, oxIAA-Glc) katalyzované UGT74D1
a UGT84B1 a Cervend barva znaci methylovany ester (MelAA) syntetizovany IAMT1 (pfevzato a upraveno
podle Zhang a Peer, 2017 a Casanova-Saez et al., 2022).

Volna, aktivni IAA nebo vzniklé konjugaty mohou byt v rostlinach dale inaktivovany oxidaci
katalyzovanou proteinem DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION (DAOQ) za vzniku oxIAA, oxIAA-
glukosy (oxIAA-Glc) ¢i oxIAA-aminokyselin (oxIAA-AA) (Porco et al., 2016; Zhang et al., 2016).
Konjugat oxIAA-aspartat (oxIAA-Asp) dale metabolizuje na odpovidajici vysokomolekularni oxIAA-
peptidy (Riov a Bangerth, 1992) nebo m(ze byt zpétné hydrolyzovan na oxIAA a nasledné oxidovan
na 3-hydroxy-oxIAA (Tsurumi a Wada, 1986; Hayashi et al., 2021). Po oxidaci aminokyselinovych
konjugatl dochazi k jejich hydrolyze prostfednictvim ILR1/ILL za vzniku neaktivnich oxIAA (Brunoni
et al., 2023), ktera si vSak pravdépodobné zachovava urcitou miru aktivity pfi stresu (Casanova-Saéz

et al., 2022). Kromé nejrozsitenéjsich a nejvice zastoupenych konjugatl oxIAA-glutamatu (oxIAA-
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Glu) a oxlAA-Asp, byly v posledni dobé identifikovany dva nové metabolity, a to oxIAA-leucin
a oxlAA-fenylalanin (Hladik et al., 2023; Brunoni et al., 2023).

DalSim z reversibilnich konjugat(i I1AA je MelAA, jenzZ slouzi jako zasobni forma auxinu
v rostlinach (Zubieta et al., 2003). Jednda se o nepolarni slouceninu, kterd je v rostlinach
transportovana jednak pasivnim influxem, tak i efluxem a pfimo ovliviiuje gradient IAA (Li et al.,
2008). Zatimco methylace IAA na karboxylové skupiné je zprostfedkovana |AA
karboxylmethyltransferasou 1 (IAMT1) (Zubieta et al., 2003), hydrolyza MelAA na IAA je umoZnéna
plGsobenim methylesterasy 17 (MES17) (Yang et al., 2008).

2.2.3 Transport

NesCetné spektrum vyvojovych procesd je u rostlin Fizeno rozdilnou distribuci auxinu.
Nerovnomérné koncentrace auxinu v rostlinnych tkanich nebo organech jsou tvoreny na zakladé
aktualnich exogennich podnétl ¢i vnitfnich procesech a vytvafi tak pomysiné rozhrani
mezi enviromentalnimi a endogennimi signaly (ZaZzimalova et al., 2010).

Distribuce auxinu je vrostlindch realizovana jednak na kratké, tak také na dlouhé
vzdalenosti. Pfi transportu auxinu na dlouhé vzdalenosti se molekuly pasivné transportuji
prostrednictvim cévniho systému floému z mista jejich syntézy (mladé listy a kvéty) do korent
(Petrasek a Friml, 2009; Kochhar a Gujral, 2020). Transport auxinu na kratké i dlouhé vzdalenosti
mUZe taktéz probihat i aktivnim zplsobem. Tento prenos, jenz je unikatni pro IAA, je zprostfedkovan
volnym prechodem pres plazmatickou membranu a jedna se o tzv. polarni transport. JelikoZ jsou
auxiny slabé kyseliny a jejich schopnost pronikat pres plazmatickou membranu zavisi na pH, jsou
schopné volného prichodu do burky pouze nedisociované molekuly IAA. Zatimco v apoplastu o pH
5,5 si auxin zachovava svoji nedisociovanou formu (IAAH), v prostredi cytoplazmy pfi pH 7,0 je
ionizovan a nachazi se tak v disociované formé (IAA" + H*), kterad vsak jiz vyZzaduje ke svému
transportu pomoc membranovych nosicl usnadnujici prijem nebo export auxinu (Li et al., 2006).
Mezi tyto transportéry patii napf. rodina proteint PIN, ATP-biding cassette (ABC) podskupiny B
(ABCB), AUX1/LAX proteiny nebo fosfoglykoproteiny (Petrasek a Friml, 2009; Kramer a Bennett,
2006; Zhou a Luo, 2018).

Arabidospsis obsahuje 8 druh(i proteini PIN bézné oznacované PIN1 az PINS, které jsou
déleny do dvou zakladnich kategorii liSicich se délkou hydrofilni smycky uprostied jejich
polypeptidového fetézce (Zazimalova et al., 2010; Petrasek a Friml, 2009). ,,Dlouhé“ tzv. kanonické
PIN (PIN 1-4 a 7) vykazuji prevazné poldrni lokalizaci plazmatické membrany, kde urcuji smér toku
auxinu a transportuji auxin ven z bunky. Zatimco , kratké” PIN (PIN5, PIN6 a PIN8) reguluji vyménu
auxinu mezi endoplazmatickym retikulem a cytosolem, kde se rovnéz také podili na intracelularni

distribuci auxinu a reguluji buné¢nou homeostazu auxinu (Zwiewka et al., 2019).
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Nejlépe reprezentovanou podskupinou ABC prenasect je ABCB1 a ABCB19, které se
vyznacuji vysokou substratovou specifitou a s vazebnou afinitou k inhibitoru transportu auxinu,
kyseliné 1-naftylftalamové (Zazimalova et al., 2010; Petrasek a Friml, 2009). Dals$im vyznamnym
¢lenem této skupiny je prenase¢ ABCB4 transportujici auxin pfi jeho nizkych koncentracich.
Spole¢né s ABCB1 a 19 se vyskytuji prevainé na plazmatické membrané. Jejich spoluplsobeni
s proteiny PIN zvySuje substratovou specifitu celkového transportu. Vstup do bunky zprostifedkovava
protein AUX1 a tfi LAX (LAX1, LAX2 a LAX3) proteiny, které vychytavaji auxiny v mistech jejich vysoké
koncentrace, napr. v laterdlni kofenové Spic¢ce (Kramer a Bennett, 2006).

Auxiny se v kofenech podileji na prodluZzovani délky kofenovych vlaskli pochazejicich
z epidermis, na poctu primordii lateralnich kofent nebo na délce primarniho korene (Péret et al.,
2009; Overvoorde et al., 2010). Primarnim medidtorem pohybu IAA v kofenové 3$picce je protein
PIN1, ktery zajistuje jeho prenos pres vaskularni tkané ke Spicce kofene, kde je nasledné
prostfednictvim PIN2 redistribuovan bazipetalné skrz kortikdIni a epidermalni buriky do elongacni
z6ny korene, kde se podili zejména na regulaci rychlosti prodluzovani bunék. Za lateralni
presmérovani auxint v elongacni zéné jsou pak zodpovédné proteiny PIN2, PIN3 a PIN7 (Blilou et
al., 2005). Na prenosu auxinll do epidermdlnich bunék, kde posléze dochazi k tizenému
prodluzovani bunék kofenovych vlaskl, se rovnéZ podili i AUX1, jenz je bazalné lokalizovan
v bunkach kofenového protofloému (Jones et al., 2009; Blakeslee et al., 2005). Transportu auxin(
v kofenové Spicce je také ovlivnén sedimentaci Skrobovych zrn (statolitl) pod vlivem gravitacni sily,
na zakladé, které dochazi k redistribuci auxinu ve spodni strané korene. Nadmérna akumulace
auxinu na spodni strané vede nejen k inhibici prodluZzovani kofene, ale také k jeho ohybani smérem

doll (Leyser, 1999).

2.2.4 Signalizace

Receptory fytohormont jsou lokalizovany budto na plazmatické membrané, endoplazmatickém
retikulu nebo endozomech. Mohou se zaroven vyskytovat jak v nerozpustné, tak v rozpustné formé,
a to bud'v jadre nebo cytoplasmé. Zatimco receptory cytokinind a brassinosteroidd po vhodném
podnétu spoustéji fosforylacni kaskadu, receptory auxinu zprostfedkovavaji své reakce
prostrednictvim fizené degradace proteind mechanismem tzv. ,molekularniho lepidla“. Signalni
draha téchto receptorl je fizena SCF (Skp-Cullin-Fbox) komplexem, ktery je zodpovédny
za polyubikvitinaci protein(i v eukaryotickych burikach (Larrieu a Vernoux, 2015).

Ubiquitin je polypeptid slozeny ze 76 aminokyselin, ktery je k proteinlm pridavan
posttranslacné. Jeho funkce spociva v roli markeru degradace protein( a translokace. Samotny SCF
komplex je sloZen ze ¢tyr zakladnich podjednotek: SKP1, CULLIN1, RBXX1 a variabilnich proteind

FBoxu, které jsou tfidou E3 ubikvitinovych ligas. Substrat, ktery je komplexem prenesen k enzymu
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konjugujici ubikvitin E2, je nasledné polyubikvitinovdan a degradovan proteazomem (Larrieu
a Vernoux, 2015).

Na auxinové signalizacni kaskadé se podili zejména tii proteinové rodiny, do kterych patti
koreceptory auxind TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEIN
(TIR1/AFB), transkripcni represory Auxin/INDOLE-3-ACETIC ACID (Aux/IAA) a transkripéni faktory
AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) (Tromas et al., 2013). Auxiny jsou v rostlindch nejprve rozpoznany
a navazany na TIR1 receptor. Tato vazba md za nasledek zesileni interakce mezi proteiny F-boxu
TIR1/AFB a Aux/IAA specifickou doménou. Toto vzajemné plisobeni zplsobuje ubikvitinaci Aux/IAA
a jeji naslednou degradaci proteasomem 26S vedouci k uvolnéni transkripcnich faktor( ARF, jeZ jsou
zodpovédné za zesileni transkripce mRNA reagujici s auxiny (Allen a Ptashnyk, 2020; Larrieu
a Vernoux, 2015; Dhasmasiri et al., 2005). Proteiny Aux/IAA, jejichZ lokalizace se nachazi v jadre,
obsahuji ¢tyfi konzervované domény (I az IV). Za samotnou degradaci proteind je zodpovédna
doména ll, ktera se mimo jiné také podili na regulaci vyvoje a rlstu rostlin (Dhasmasiri et al., 2005).
PFi nizkych koncentracich auxinu dochazi k navazani Aux/IAA na ARF, ¢imz je potlacend nejenom
jeho aktivita, ale také transkripéni schopnost (Allen a Ptashnyk, 2020). Zatimco vysoké koncentrace
auxinu se podileji na degradaci Aux/IAA proteind, konkrétné jejich Il. domény (Tiwari et al., 2001).

V roce 2023 byla formulovana hypotéza o roli cAMP (3°,5‘-cyklicky adenosinmonofosfat)
jakozto sekundarniho posla v auxinové signalizaci (Qi a Friml, 2023). Zminény cAMP vznika ¢innosti
adenylatcyklasy (AC) z adenosintrifosfatu (ATP) a mulZe byt pak dale hydrolyzovan cNMP
fosfodiesterasami. Aktivita AC byla vSak také objevena v kratké C-koncové oblasti TIR1/AFB (Qi et
al., 2022). Zda se tedy, Ze na signalnim vystupu auxinovych receptor( se kromé degradace Aux/IAA
podili také produkce cAMP. V soucasnosti vsak neni AC aktivita TIR1/AFB spojend s degradaci
Aux/IAA plné potvrzena a stejné tak neni zcela jisté, zda-li je cAMP dostacujici k vyvolani nasledné
transkripéni odpovédi (Qi a Friml, 2023).

Predpokladalo se, Ze na auxinové signalizaci se také podili AUXIN-BINDING PROTEIN 1
(ABP1), pozdéjsi nalezy vsak ukazaly, Ze letalita embrya nebyla zplsobena porusenim genu abpl,
ale jeho sousedniho genu bsm (Michalko et al., 2015). Signalni draha ABP1 tak z(istava nadale
predmétem zkoumani, jelikoz se ukazalo, Ze tyto drahy jsou zprostfedkovany TIR/AFB drahou (Li et
al., 2021). Jelikoz je vsak pH v endoplazmatickém retikulu pfilis vysoké pro Uéinnou vazbu auxinu
(optimalni pH je mezi 5,0-6,0), k jeho navazani s ABP1 zde nedochazi (Paciorek a Friml, 2006).
Pro vystup molekul auxinu z vazebného mista ABP1 byly identifikovany tfi hlavni cesty. Kromé cesty
smérujici k membrané rostlinnych bunék, vedou zbylé dvé do vodného prostiedi (Bertosa et al.,
2008). Tvar ABP1 je determinovan B-barelovou strukturou, do které se vaze auxin. Ve vazebném
misté se mohou vyskytovat kovové ionty (zinek nebo médnaty kationt), s kterymi auxin interaguje

prostfednictvim své karboxylové kyseliny a jeho aromaticka ¢ast je zachycena hydrofobnimi zbytky
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uvnitf  B-barelu (Hayashi, 2012). Mechanismus rozpoznani ABP1 auxiny je zcela odlisny
od mechanismu receptord TIR1/AFB, je proto zcela moziné, ze nékteré umélé auxiny mohou mit
selektivni aktivitu pro TIR1/AFB nebo ABP1. Deaktivace ABP1 zpUsobila naruseni regulace
prodluzovani bunék a taktéz bunécéného déleni. Kromé toho také vykazovali zménu v genové expresi
citlivou na auxiny (Braun et al., 2008; Tromas et al., 2009). Studium heterozygotniho abp1/ABP1
mutanta vykazovala defekty v nékterych odpovédich souvisejicich s auxinem, véetné vyssiho Uhlu
sklonu korent, koren(l a hypokotyl(l. ABP1 se tedy jednak podili na regulaci exprese nékterych sad
genl reagujicich na auxiny, ale také na regulaci polarniho transportu auxinu, ktery fidi mistni
koncentraci auxinu (Effendi et al., 2011).

Kromé vyse uvedenych protein(i se auxiny mohou také vazat na F-box S-PHASE KINASE-
ASSOCIATED PROTEIN 2A (SKP2A), proteinu schopného spojovat signalizaci auxinu s bunécnym
délenim. V A. thaliana se vyskytuje kromé SKP2A, ktery je zodpovédny za fizeni stability nejméné
dvou transkripénich faktord bunécéného déleni (E2FC a DPB), také SKP2B, jenz je zodpovédny naopak
za degradaci inhibitoru cyklin-dependentni kinasy KRP1 (Del Pozo et al., 2006; Jurado et al., 2010).
Je tedy zfejmé, Ze navzdory své vysoké podobnosti jsou tyto dva proteiny vzajemnymi antagonisty.
Mutace v SKP2A vedou nejenom ke snizené schopnosti vazat auxiny, ale také k neschopnosti

indukovat bunécné déleni v kofenovém meristému (Jurado et al., 2010).

2.3 Cytokininy

Cytokininy jsou duleZitou skupinou rostlinnych hormond, jenZz hraji klicovou roli v mnoha
fyziologickych a vyvojovych procesech. Prostifednictvim morfogeneze, rlstu postrannich pupend,
expanzi a zpomalenim starnuti list( jsou zodpovédné za regulaci rlstu a vyvoje rostlin. Taktéz se
podileji na bunééném déleni, diferenciaci a starnuti véetné odolnosti vici stresu (Davies, 2010).
Kromé toho byla také prokazana schopnost téchto latek ovliviiovat rist a vyvoj lidskych nadorovych
bunék nebo koznich fibroblast( (Rattan a Sodagam, 2005; Berge et al., 2006; Ischii et al., 2003).
Na rozdil od auxinu jsou cytokininy primarné syntetizovany v kofenech, ze kterych jsou postupné
transportovany do mist jejich ptsobeni (Davies, 2010).

Cytokininy jsou Nb-substituované derivaty adeninu nesouci alifaticky postranni fetézec
isoprenoidniho (isoprenoidni cytokininy) nebo aromatického plvodu (aromatické cytokininy)
(Obr. 3). Variace v postrannim fetézci cytokinin(i a stereoizomerni konfiguraci rozdéluji isoprenoidni
cytokininy na typy isopentenyladeninu (iP), trans-zeatinu (tZ) dihydrozeatinu (DHZ) a cis-zeatinu
(cZ). Zatimco trans forma tvofi aktivni cytokininy u vsech rostlinnych druhd, cis forma je aktivni
pouze u urcitych druhi a u A. thaliana vykazuje tato forma pouze omezenou cytokininovou aktivitu

(Mok a Mok, 2001; Kieber a Schaller, 2014). Hlavnimi zastupci isoprenoidnich cytokinint
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u A. thaliana jsou tZ a iP, zatimco v jednodéloznych rostlinach je hojné zastoupen zejména cZ (Hu
a Shani, 2023). Do skupiny aromatickych cytokinin(i patfi kinetiny a derivaty s benzylovanym
zbytkem. Jedna se zejména o 6-benzylaminopurin (BAP) a orto-, meta-a para-topoliny (oM, mT a pT)

a jejich metabolity (Mok a Mok, 2001).
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Obr. 3: Struktury zakladnich isoprenoidnich (horni Fada) a aromatickych (spodni tada) cytokinin(:
isopentyladenin (iP), trans-zeatin (tZ), dihydrozeatin (DHZ), orto-topolin (oT), meta-topolin (mT),
6-benzylaminopurin (BAP).

2.3.1 Biosyntéza

Jednou z pfimé de novo drahy pro biosyntézu cytokinin(i je povaZovana isopentylace volnych
nukleotidli adeninu (Davies, 2010), vramci které jsou adenosinové fosfaty enzymaticky
pfeménovany na aktivni formy cytokinind prostfednictvim isopentyltransferasy (IPT) (Obr. 4), jejiz
jednotlivé isoformy jsou exprimovany v zavislosti na lokalizaci v rostliné (Takei et al., 2001).
V A. thaliana bylo identifikovano a popsano celkem devét genl této rodiny (Atiptl — Atipt9)
(Kakimoto, 2001, Takei et al., 2001; El-Showk et al., 2013). Vyse uvedeny enzym vyuZiva produktu
mevalonatové drahy (MEP), dimethylallyldifosfatu (DMAPP), nebo metabolitu bakteridlni MEP
drahy, hydroxymethylbutenyldifosfatu (HMBDP), k alkylaci AMP, ADP nebo ATP za vzniku
isopentenyladenosin-5‘-trifosfat a isopentenyladenosin-5‘-difosfat (prekurzor iP) (Hwang
a Sakakibara, 2006). Dalsim klicovym enzymem jsou CYP735A1 a CYP735A2, pomoci kterych jsou
prekurzory iP preménény hydroxylaci isoprenodiniho postranniho retézce na trans-zeatin-difosfat
Ci trans-zeatin-trifosfat az na vysledny tZ (Takei et al., 2004, Frébort et al., 2011). Kromé této, iP

zavislé drahy, mlze byt tZ tvoren preménou hydroxylovaného postranniho retézce odvozeného
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z prekurzoru HMBDP na adeninovy kruh (Sakakibara et al., 2005). Biosyntéza cytokininli mUze
probihat i jejich pfimym uvolnénim z nukleotidu v jednom enzymatickém kroku a to prostfednictvim
monofosfatu fosforibohydrolasy (Longly Guy, LOG), jehoZ substratem je ribosa-5-monofosfat
(Kurawa et al., 2007). Kromé tohoto typu pfemény se predpoklada také interkonverze cis- a trans-
zeatinu cis-trans-isomerasou, ktera vsak doposud nebyla prokazana (Trda et al., 2017).

Kromé adenylatové IPT existuje také tRNA-isopentyltransferasa (tRNA-IPT), kterd ma
Ustredni roli vtzv. nepfimé draze biosyntézy cytokinin (Mok a Mok, 1994). Tento enzym je
zodpovédny za adici DMAPP na adenin vazany v molekule tRNA, ktera je nasledné degradovana

na cZ a konjugaty cytokinint (Mok a Mok, 1994; Miyawaki et al., 2006).

MEP pathway CYP735A
tRNA + DMAPP
- IPT N
MVA pathway ATP — iPRTP tZRTP tRNA-IPT
HMBDP l e l prenyl-tRNA
l IPT /—h\ Cdro
i ydroxylace a
DMAPP + < ADP — IPRDP ZRDP tRNA degradace
l CYP735A l
IPT /_\ cZRMP
AMP — IPRMP tZRMP —> DZRPM H{
1l [
LOG TR LOG tZR DZR LOG Tl
iP tz DZ (74
L CKX )

N

Adenin + aldehyd
postranniho fetézce

Obr. 4: Schéma biosyntézy cytokininl znazornujici jak pfimou (leva strana), tak i nepfimou drahu (prava
strana), vCetné jejich degradace prostfednictvim cytokinin oxidasou/dehydrogenasou (CKX) (pfevzato
a upraveno podle Sakakibara 2006).

2.3.2 Metabolismus

Koncentrace aktivnich cytokininG v bunikdach mohou byt regulovany jednak konjugaci s glukosou,
anebo ireversibilnim Stépenim cytokinin oxidasami. N-glykosylace cytokinind za (casti
glykosyltranferas (UGTs) probihd primarné na dusiku v pozicich N7 nebo N9 purinového kruhu.
KdeZto O-glykosylace probiha na kysliku v postrannich retézcich zeatinu nebo DHZ, napf. pomoci
zeatin-O-glucosyltransferasy (ZOG). Predpoklada se, Ze tyto glykosylované formy cytokininG pUlsobi
jako stabilni zdsobni formy hormonu, jelikoZ mohou byt posléze pfeménény na aktivni cytokininy

prostrednictvim B-glukosidas (Brzobohaty et al., 1993). Glykosylované konjugaty tvori neaktivni

21



formu cytokinin(, které tak nejsou schopny se vazat na cytokininové receptory AHK (Spichal et al.,
2004).

U A. thaliana bylo identifikovano celkem pét gen( kddujicich cytokininovou UGT, z ¢ehoz
dva (ugt76c¢1 a ugt76¢2) konjuguji vétsSinu druht cytokinin(l na pozici N7 a N9 adeninové skupiny,
a tfi dalsi, jenz kodujici proteiny O-glykosylujici tZ a DHZ (Hou et al., 2004). Na rozdil od UGT76C2,
jehoz naruseni vede k poklesu cytokininovych N-glykosid( a zplsobuje nadmérnou precitlivélost
na exogenni cytokinin (Wang et al., 2011), se zména ve funkci UGT76C1 neprojevuje zadnymi
podstatnymi Ucinky na rust a vyvoj A. thaliana (Wang et al., 2013).

Hladiny biologicky aktivnich cytokinin( musi byt striktné regulovany. Kromé vyse zminéné
glykosylace mohou byt taktéZ? degradovany oxidativnim S$tépenim N® postranniho Fetézce
prostfednictvim cytokinin oxidasy/dehydrogenasy (CKX) vedouci k tvorbé adeninu a aldehydu
odvozeného od postranniho fetézce (Galuszka et al., 2001; Frébortova et al., 2004). Tomuto Stépeni
podléhd zejména tZ a iP nesouci nenasycené N® na svém postrannim Fetézci, zatimco dihydrozeatin
a BAP jsou vuci Stépeni témito enzymy odolné (Schmiilling et al., 2003; Werner et al., 2006). Aktivitu
CKX mlZou negativné ovliviiovat, kromé O- a N-glykosylace, také nékteré syntetické cytokininy
na bazi mocoviny (Bilyeu et al., 2001). V genomu A. thaliana bylo identifikovano sedm gen(l kédujici
CKX, pficemz kazdy z nich vykazuje odliSnou expresi, intracelularni lokalizaci a enzymatické
vlastnosti (Schmulling et al., 2003). Nadmérna exprese nékterych z genli ma za nasledek snizeni

koncentrace endogenniho cytokininu a vede k fadé vyvojovych poruch (Bhargava et al., 2013).

2.3.3 Transport

Cytokininy cestuji napfi¢ bunikami a jsou transportovany na dlouhé vzdalenosti do mista jejich
cilového pusobeni. Transport cytokinini na dlouhé vzdalenosti ma za néasledek nerovnomérnou
distribuci jednotlivych typl v xylému a floému. V xylému tedy dochazi k transportu prednostné tZ
z korene do prytu, zatimco ve floému se nachazi prevaziné iP, ktery je prenasen z prytu do korene
(Hu a Shani, 2023; Takei et al., 2001; Corbesier et al., 2003).

Pohyb cytokininG prfes membrany zprostfedkovavaji nukleosidové transportéry (ENT)
a purinové permeasy (PUP), které umoznuji prfenos nejenom nukleotidl, ale také i jinych
necytokininovych purinovych molekul (Birkle et al., 2003). Na transportu ribosidl iP a tZ se podili
tfi ENT proteiny (ENT3, ENT6 a ENT7) (Kudo et al., 2010; Hirose, 2008). Schopnost transportu
adeninu a taktéz i cytokinovych molekul (zejména trans-zeatinu) vykazuji proteiny PUP rodiny a Ize
je tak oznacovat jednak jako cytokininové, ale rovnéz také jako purinové transportéry. Za prenos
bioaktivnich cytokinind je zodpovédny PUP14, jenz je lokalizovan na plazmatické membrané
(zUrcher et al., 2016). Mezi dalsi transportéry se radi PUP7 a PUP21 nachazejici se v tonoplastu,

a spolecné s PUPS, jenZ se vyskytuje na plazmatické membrané, spolupracuji na tvorbé modelu
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signalizace cytokininG v apikalnim meristému vyhonku, ¢imz kontroluji nejenom velikost meristému
ale také fylotaxi a rast rostlin (Hu et al., 2023). Kromé toho tyto dva prenasece usnadnuji pohyb
cytokininQ pres tonoplast a vyvazuji tak jejich dostupnost v cytoplazmé (Hu a Shani, 2023).

Transport zeatinovych cytokininl je zprostfedkovan ATP-vazebnym transportérem (ABC)
skupiny G14, ktery umoznuje prenos z kofent do prytu (Ko et al., 2014). Jedna se o prvné popsany
prenasec, ktery je lokalizovany v plazmatické membrané a exprimovany v pericyklu a doprovodnych
bunikach floému kofene A. thaliana (Zhang et al., 2014).

AZA-GUANINE RESISTANT (AGZ) patti mezi dalsi membranové transportéry cytokininG.
Zatimco se AGZ1 spolecné s PIN1 nachazi v kofenovych burikach, AGZ2 prevaZuje v kofenovych
primordiich a je lokalizovan v endoplazmatickém retikulu a plazmatické membrané, kde modifikuje

distribuci cytokinin( k zabranéni vzniku lateralniho kofene (Hu a Shani, 2023).

2.3.4 Signalizace

Rostliny vnimaji a reaguji na cytokininy prostfednictvim vicestuprnové fosforylacni drahy srovnatelné
s bakterialnim dvoukomponentnim systémem, ktery se typicky sklada z receptorové histidinové
kinasy (HK) a regulator( odpovédi (RR) (Hwang et al., 2001). U rostlin je vSak tento proces podstatné
komplikovanéjsi v disledku vétsiho poctu prenasecl fosfatovych skupin. Signdl je zde veden
vicestupnovou His-Asp fosforylaci (Horak a Lexa, 2003).

U A. thaliana se nachazeji tfi transmembranové histidinkinasy (AHKs) fungujici jako
cytokininové receptory: AHK2, AHK3 a AHK4/CRE1/WOL1, které jsou lokalizované predevsim
na endoplazmatickém retikulu a také na plazmatické membrané (Inoue et al., 2001; Hwang a Sheen,
2001). Zatimco AHK2 a AHK3 hraji klicovou roli v rlstu a vyvoji vyhonku, AHK4 je nezbytny
pro normalni rist a vyvoj korene, kde je také vysoce exprimovan (Higuchi et al., 2004; Inoue et al.,
2001).

Vsechny tfi AHKs maji podobnou strukturu, ktera se sklada z extracelularni a intracelularni
oblasti, kterd obsahuje histidinkinasové a C-termindlni domény podilejici se na prenosu signalu.
Kromé této domény se zde nachazi také doména k ni homologni, jez postrada nékteré vysoce
konzervované zbytky (Higuchi et al.,, 2004; Inoue et al., 2001; Nishimura et al., 2004).
V extracelularni c¢asti se nachazi CHASE vazebna doména, ktera obsahuje cca 200-230
aminokyselinovych zbytkl schopné vazat cytokininy (Anantharman a Aravind, 2001).
Pti zaznamendni signdlu vstupni doménou senzorové kinasy dochazi k autofosforylaci
histidinkinasové domény na jejim histidinovém zbytku. Informace je dale pfenasena na histidinové
fosfotransmiterové proteiny (Kakimoto, 2003), které v jadre fosforylaci aktivuji ARABIDOPSIS
RESPONSE REGULATOR (ARR) typu B, na zakladé kterych pak dochazi k iniciaci transkripce cilovych

genu. Existuji dvé tridy ARR lisici se vzajemné svymi strukturalnimi rysy, a to typ A a typ B (Imamura
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et al., 1999; Mizuno, 2004), jejichz mechanismus Ucinku je na principu negativni zpétné vazby
(Hwang a Sheen, 2001; To et al., 2004). DlleZitou roli v A. thaliana zastavaji ARR1, ARR10 a ARR12
typu B, jez maji klicovou roli v AHK4-dependentni signdini odpovédi na cytokininy v kofenech a jsou

tak nezbytné pro spravny vyvoj korent (Ishida et al., 2008; Yokoyama et al., 2007).

2.4 Korenova Spicka

Kofen a stonek tvofi osu rostlinného téla. Jeho stavba se vsak v mnohych ohledech lisi od stavby
stonku a to napfiklad tim, Ze neni podélné ¢lenén, je bezlisty a nevznikaji na ném lateralni organy,
v dUsledku ¢ehoz ma i jednodussi vnitini strukturu (Evert et al., 2006). Jeho hlavni funkce spociva
v prijmu vody a Zivin z pldy, a také se také podili na gravitropickém ristu a stabilité rostliny.

Spitka kofene je podél proximalné-distalni osy slozena z nékolik odlignych vzijemné
prekryvajicich se vyvojovych zén (Obr. 5). Na Spicce korfene se nachdzi kofenova Spicka, kterou tvofri
bunky zvané jako statocyty obsahujici presypava skrobova zrna statolity, které prostrednictvim
sedimentace pomahaji rostliné rlist ve sméru gravitace (Evert et al., 2006). Na Spicku navazuje
klidové centrum (,Quiscent Centrum® = QC), které podporuje bunky k nepretrzitému déleni a tim
i produkci novych bunék. Bunky v blizkosti QC se prostrednictvim opakujiciho se déleni vytésnu;ji
z korenové meristematické zény, ve které dochazi ke zpomaleni rychlosti bunécného déleni a je
mistem bunécné expanze. Na tuto zonu navazuje zéna prodlouZeni (elongacni), ve které se
jednotlivé bunky prodluzuji. V posledni zoné, diferenciacni, postupné dozravaji burnky z predchozi
z6ny do plné diferenciovanych bunék. Konec této zény je ohranic¢en epidermalnimi burikami, které
posléze dozravaji v korenové vlasky (Dolan et al., 1993; Overvoorde et al., 2010).

V ramci pricného fezu apikalniho meristému je koren tvoren nékolika na sebe navazujicimi
vrstvami obklopujici vaskularni pletivo, které je tvoreno protodermem a prokambiem (Scheres et
al., 2002). Zaklad stfedniho valce u tfidennich A. thaliana tvofi vrstva pericyklu sloZzeného v prliiméru
ze dvanacti bunék, ke kterym pfriléhaji bunky protoxylému a protofloému obklopujici vidy alespon
jednu pericyklickou burku. Na tuto vrstvu plynule navazuje endodermis, jeZ je sloZzena z osmi bunék,
jejichZ pocet se mlzZe ménit v zavislosti na stafri rostliny. Kdra (kortex), ktera na vnéjsi strané pfriléha
k epidermis, je stejné jako endodermis tvorena prstencem osmi bunék. Tyto buriky tvori dva rozdilné
typy, jejichZ identita zavisi na jejich poloze vzhledem ke kortikalnim burikdam (Dolan et al., 1993).
Mezi bunky, které se jako prvni prestavaji délit, fadime bunky vodivych pletiv (floému a xylému),

zatimco bunky pericyklu se prestavaji délit jako posledni (Evert et al., 2006).
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Obr. 5: Proximalné-distalni organizace kofene vznikajici procesem bunécného déleni a expanzi ctyf typl
inicidlnich kmenovych bunék sousedici s mitoticky neaktivnimi klidovymi stfedovymi burikami (A). Radime
mezi né inicidly epidermalni/lateralni korenové cepicky (vznik epidermis a lateralniho kofenového uzavéru),
inicidly kolumely (vznik centrdIni ¢asti kofenového uzavéru, inicidly kortexu a endodermu (tvorba zakladni
tkané) a inicidly vaskularni (vznik vaskularni tkané a pericyklu). Znazornéni radialni organizace bunék v prirezu
nezralého kofenu (B) (pfevzato a upraveno podle Overvoorde et al., 2010).

2.4.1 Rostlinné hormony v korenové Spicce A. thaliana

Vyvojova adaptace rostlin je zaloZena jednak na aktivité jednotlivych meristému, tak také
na nepretrzité obnové kmenovych bunék. Laterdini korenova Spicka je nejvzdalenéjsi tkani
kofenového meristému a zastava dulezitou roli pti vyvoje kofene. Velikost kofenového meristému
a nasledné i rlist kofene zavisi na poloze prechodové zény, kterd oddéluje diferencujici se buriky.
Pro kontrolu polohy pfechodové zény je rovnéz dllezita i vzajemna interakce dvou fytohormont —
cytokininu a auxinu. Laterdlni korenova Spicka slouzi jako zasobarna auxin(, které v zavislosti
na cytokininech ovliviuji velikost meristému a rlst kofen( (Di Mambro et al., 2019).

Pokus o zjisténi hladiny cytokinini a auxin0 v kofenové Spicce byl proveden v nékolika
publikacich (Petersson et al., 2009; Péncik et al., 2013; Antoniadi et al., 2015). Antoniadi et al., 2015
izolovala protoplasty kofinkl mutantnich rostlin A. thaliana exprimujici zeleny fluorescencni protein
(GFP) ve specifickych typech bunék. Predmétem studia byly bunky epidermis a kary (linie
J2812:GFP), dale pak stély (pWOODEN LEG:GFP), QC a endodermis (0SCARECROW:GFP) a kolumely
s QC bunkami (M0028:GFP). Izolované protoplasty, které predstavovaly specifickou referencni
populaci pro kazdy vzorek, byly roztfidény prostfednictvim fluorescencné asistovaného bunécného

sorteru (FACS) na protoplasty exprimujici GFP (GFP+) a ty, jenZz GFP neexprimuji (GFP-). Podobné
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i v praci Petersson et al. (2009) byla prostfednictvim FACS a hmotnostni spektrometrie vytvorena
mapa distribuce IAA v kofenové Spicce A. thaliana pro jednotlivé typy bunék v celkem 14 rlznych
mutantnich liniich. Méfeni IAA bylo provedeno v epidermadlnich, kortikdlnich, endodermalnich
a pericyklickych bunécnych vrstvach. Z vysledki analyz byla namérena pétinasobna koncentrace IAA
v bunkach QC proti negativni populaci. Stejné tak v klife, endodermis a v apikalni ¢asti stély byl
naméreno dvojnasobek IAA oproti okolnim protoplastim. Nizsi hladiny IAA byly zaznamenany jen
u kolumely a epidermis. Z vysledku bylo taktéz patrné, Ze linie s obsahem QC bunék (napt. DR5:GFP,
M0028, Q0990) méli vyssi koncentrace IAA, nez linie, které QC burnky neobsahovali (napf.
PET111:GFP, pWOL:GFP, J2501). Zvysené koncentrace IAA vsak byly taktéz naméreny u liniich
exprimujici GFP smérem ke kofenovému vrcholu, které QC buriky neobsahovaly (napf. /2501 nebo

pWOL:GFP).

2.5 Analyza biologického materialu

Vsechny vyvojové procesy rostlin jsou regulovany nizkymi koncentracemi rostlinnych hormond.
metabolismu a molekuldrnich regula¢nich mechanismu. Stopové koncentrace rostlinnych hormonu
jsou pritomné ve vysoce komplexnich matricich s obsahem interferujicich Iatek a jejich analyzu tak
¢ini podstatné komplikovanéjsi a sloZitéjsi. Pro jejich presné stanoveni je tak nezbytnd znalost
analytickych i chemickych princip(, které jsou zakladem extrakénich a purifikaénich metod, véetné
pouziti metodologie poskytujici nizké detekéni limity a vysokou selektivitu (Fu et al., 2011).
V dusledku vyznamného rozvoje analytickych technik v poslednich letech, které splnuji tyto vysoce
kladené naroky na analyzu, doslo k vyraznému vzestupu a pokroku v oblasti rostlinnych hormont
s moznosti zaméreni se na jednotlivé metabolické Ci signalni drahy (Novak et al., 2017; Isoda et al.,
2021). Jedna z novéjsich metod vyvinuta pro specifickou bunécénou analyzu auxind a rovnéz
i cytokininG vyuziva fluorescencné aktivovaného tridéni bunék (Petersson et al., 2009; Péncik et al.,

2013; Antoniadi et al., 2015).

2.5.1 Fluorescencni prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie (flow cytometry) je separacni technika, ktera je schopna bunécéné separace na
zakladé urcitych kritérii. Anglickd zkratka ,FACS” (,Fluorescence-Activated Cell Sorting”)
pak vyjadfuje samotné pritokové tridéni bunék poskytujicich fluorescencni signdl. Pomoci
pritokového cytometru lze méfit odligné fyzikalni, biologické a chemické vlastnosti, a to az z 10°
Castic za minutu (Wulff, 2006). Jednotlivé bunky jsou detekovany ve velmi kratkém case (nékolik

milisekund), béhem kterého jsou zaznamendavany cetné signaly, jako je rozptyl svétla nebo svétla
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emitované pfi fluorescenci ve viditelném spektru. Rozvojem elektroniky a informatiky tak mohou
pratokové cytometry analyzovat a zaznamendvat cca 20 rGznych parametri z kazdé ¢astice rychlosti
aZ 100 000 za sekundu. Pritokova cytometrie ma tak dvé hlavni klicové vyhody. Tou prvni je tedy
rozliseni velkého mnoizstvi ¢astic ve velmi kratkém case a tou druhou je schopnost oddéleni
jednotlivych castic ze smiSenych populaci pfi rychlosti az 70 000 bunék za sekundu procesem
zvanym jako tfidéni bunék (BD FACSCanto™ Clinical Flow Cytometry System).

K tomu, aby mohl pritokovy cytometr zajistovat své zakladni funkce, jsou nezbytné jeho tfi
zakladni ¢asti. Tu prvni tvofi fluidni systém, skrz ktery dochazi prostrednictvim pritokové cely
(tzv. flow cell) k oddéleni a usporadani ¢astic vzorku do proudu jednotlivych ¢astic, které mohou byt
poté zachyceny svételnym zdrojem (Obr. 6). Tento jev se oznacuje jako hydrodynamicka fokusace,
pro jejiz vznik je nezbytné laminarni proudéni v priitokové komore (Dolezel et al., 2007; Shapiro,
2003).

Sjednoceni a rozdéleni rozptylenych paprsk( na zakladé jejich vinové délky prostfednictvim
filtrd a zrcadel na prislusné detektory zajistuje opticka ¢ast pritokového cytometru. Podle polohy
umisténi detektoru se rozliSuje tzv. pfimy rozptyl (forward scatter; FSC), kde je detektor umistén
v ose dopadajiciho paprsku a intenzita rozptyleného paprsku je pfimo Umérna velikosti buriky. Zato
u tzv. bocniho rozptylu (side scatteru; SSC) je detektor umistén v thlu 90° na dopadajici paprsek
a intenzita rozptyleného paprsku je zde pfimo iumeérna komplexité bunky (Shapiro, 2003; Marinov,

2008).

Bunécny vzorek
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Obr. 6: Schéma prlitokového cytometru sloZzeného z jeho trech zakladnich ¢asti. Fluidicky systém obsahujici
tekutinu (pufr na bazi fyziologického roztoku nebo vodu) k nasmérovani vzorku kolem laseru. Opticky systém
skladajici se z laserll a fotondsobic¢l ke shromdzdéni signdlu rozptyleného vzorkem. A elektricky systém
prevadéjici signdly z detektorl na signal digitalni, jenZ je zpracovan a analyzovdn pocitatem (prevzato
a upraveno podle https://microbiologynote.com/cs/flow-cytometry/#google_vignette).
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Hlavnim kritériem pro vybér laseru je dostupna excitacni vinova délka, ktera musi odpovidat
absorpcénimu spektru fluorochrom( a fluorofor(, neboli fluorescencnich barviv. Jedna se o chemické
slouceniny, které jsou schopné svymi elektrony absorbovat fotony ze zdroje laserového svétla
a pfri jejich prechodu do zakladniho stavu vyzafuji energii ve formé fluorescence. JelikozZ je velmi
malo bunécnych sloZek prirozené fluorescencnich, jsou burky obvykle barveny fluorescen¢nimi
sondami, které jsou schopné odhalit pfitomnost ¢asti, jez by za normalnich okolnosti vidét nebyly.
Napriklad antigeny uvnitf nebo na povrchu bunék lze identifikovat pomoci protilatek znacenych
fluorochromem, zatimco koncentrace DNA lIze kvantifikovat pomoci fluorochroma, které méni své
flourescencni vlastnosti, jakmile jsou navazany na konkrétni bunécné slozky. Mezi bézné pouzivané
DNA fluorochromy v rostlinnych bunkach patfi propidium jodid (P1) (Laimbeer et al., 2017), ethidium
bromid, 4‘,6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) nebo Hoechst 33258 (Puite a Broeke, 1983; DolezZel et al.,
2007). Zatimco prvné dva zminéné fluorochromy se vazi do DNA bez zavislosti na typu bazi, DAPI
se prednostné vaZe do oblasti DNA bohaté na AT a GC baze. Problémy m(ze Cinit nizka permeabilita
plazmatické membrany neporusenych bunék a protoplastd pro vétsinu DNA fluorochromu, ¢emuz
se da CasteCné predejit oSetfenim protoplastl fixacnim cCinidlem (napt. methanolem), které taktéz
napomaha odstranit autoflourescencni slouceniny, jako je chlorofyl (Dolezel et al., 2007). Prvni
a nékteré dodnes pouzivané fluorochromy jsou slouceniny s relativné nizkou molekulovou
hmotnosti. Jednim z jejich pfiklad(l je fluoresceinisothiokyanat (FITC), ktery snadno fluoresceinuje
proteiny za vzniku stfedné stabilnich konjugat( s absorpénim pikem bliZici se 488 nm, jenz je vhodny
pro jednobarevné barveni. Za zminku stoji také dva pfirodni fluorofory, a to fykoerythrin, jehoz
molekulovd hmotnost se ohybuje okolo 240 kDa nebo GFP. Posléze bylo vyvinuto mnoho dalsich
barviv s odliSnymi spektralnimi vlastnostmi, disponujici vy3Simi kvantovymi vytézky a vétsi
stabilitou. V diagnostickych imunohematologickych laboratotich se bézné vzorky barvi dvéma, tremi
nebo vice fluorochromy. Poté jsou obvykle analyzovany v komercnich priatokovych cytometrech
vybavenych jednim, dvéma nebo tfemi zdroji laserového svétla, které mohou detekovat signaly FSC
a SSC a tfi az osm fluorescencnich signall. Napfriklad FACS Aria Il (BD Biosciences) mUze ziskavat
data aZ v 16 kanalech (12 rGznych fluorescencnich barev). Kromé exogennich fluorochromu existuji
také endogenni fluorochromy. Jedna se o schopnost autofluorescence nékterych bunécnych
komponent, do kterych patfi napf. derivaty pyridinu (nikotinamidadenindinukleotid,
nikotinamidadenindinkleotid fosfat), flaviny (flavinadenindinukleotid, flavinmonokleotid)
¢i porfyriny (protoporfyrin), které fluoreskuji v zelené, zeleno-oranzové a Zluto-Cervené oblasti
(McCarthy a Macey, 2007).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, k rozdéleni rozptyleného svétla a fluorescence emitované
Casticemi na zakladé rozsahu vinovych délek se pouzivaji dvé hlavni skupiny filtri: barevné sklenéné

filtry a interferencni filtry. Barevné sklenéné filtry dokazi absorbovat nezadouci oblast vinovych
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délek, a naopak propoustéji svétlo v pozadované oblasti, zatimco interferencni filtry sice propousti
méné svétla, ale umoznuji vétsi selektivitu a disponuji tak ostrejSimi prechody mezi nezadouci
a pozadovanou oblasti (DolezZel et al., 2007). K selekci svétla a fluorescence na zakladé své vinové
délky na prislusné detektory se pouZivaji ,,long pass” filtry, ,,short pass“ filtry, pAsmové a dichroické
filtry. Zatimco ,,short pass” filtry propousti ty vinové délky, které jsou kratsi nez dana vinova délka,
»long pass” filtry propousti vSechny vinové délky, jeZ jsou delsi nez urcitd vinova délka. Pasmové
filtry propousti jen vybrané pasmo vinovych délek a blokuji ty nezddouci. Urcitou Cast svétla
propoustéji i dichroické filtry, které jsou umisténé pod uhlem 45° (Wulff, 2006; Marinov, 2008).
Rozdélené svétlo a fluorescence prislusnymi filtry je pak nasledné zachycena a shromazdéna
prislusnymi fotodetektory (fotodiody a fotonasobice), které je prevadi na elektrony. Vznikly proud
je pak prostrednictvim elektronické c¢asti preveden na digitalni podobu zaznamenanou v pocitaci
(Dolezel et al., 2007).

Tridicim kritériem muazZe byt kterykoliv znak méfitelny pratokovym cytometrem.
Podle principu fungovani se daji tfidice rozdélit na elektrostaticky kapénkovy tfidic¢ a fluidni switch
sorter. Prvné zminény tridi¢ vyuziva elektrostatické sily, prostfednictvim kterych vychyluje nabité
kapky z hlavniho proudu smérem k jedné z nabitych desek. Fluidni switch sorter vyuZzivd budto
piezoelektricky ventil, pomoci kterého dochazi k vyboceni proudu s ¢astici spliujici stanovené
kritéria mimo hlavni proud, anebo sbérnou trubici, kterd se v pripadé identifikace stanovované
Castice vysouva a zasouva do stredu toku proudu. Jeho vyhodou je oproti kapénkového tridice, ktery
pro zménu disponuje vysokou rychlosti separace a schopnosti tridit i velké castice (Macey, 2007;

Robinson a Grégori, 2007; Ormerod, 2008).

2.5.2 Sortovani protoplastut

Protoplasty jsou produkovany travenim polysacharidl rostlinné bunécné stény prostrednictvim
lytickych enzymU produkovanych z hub a bakterii, které v prirodé zpUsobuji uhnivani stromf
(Dolezel et al., 2007). Vyznacuji se dvéma zakladnimi znaky, které jsou vyuZivany v pfipadé
pratokového tridéni. V prvé radé jsou vétsi nez savéi bunky a jejich velikost je tak nepatrné mensi
neZ velikost standardnich pritokovych trysek (70 um). V praxi se vsak pro tfidéni protoplastl
nejcastéji vyuziva velikost trysek o priméru 100 az 200 um. Druhym typickych znakem je, Ze jsou
velmi kiehké (Dolezel et al., 2007).

Samotné analyze a tfidéni predchaziizolace protoplast(, jejiz stéZzenim krokem je degradace
bunécné stény prostrednictvim enzym(. Jednou z moZnosti, jeZ ve své praci pouzila Peterson et al.
(2009), je kombinace dvou enzyml(, a to pektolyasy a celulysinu rozpusténé v izolacnim pufru,
ve kterém byly odfiznuté koreny inkubovany po dobu 2 hodin. Zbyla tkan byla nasledné odstranéna

filtraci pres bunécné sito a vyizolované protoplasty resuspendovany v PBS pufru (Peterson et al.,
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2009; Jones et al., 2010). Kromé vySe zminénych enzymu byla kizolaci protoplastli pouZita také
celulasa, hemicelulosa nebo pektinasa (Avila-Peltroche et al., 2021; Zhou et al., 2021).

Samotna pritokova analyza fluorescencnich signal( produkovanych protoplasty mlize byt
provedena na zakladé pritomnosti endogennich fluoroforli predstavujici prirozené fluoreskujici
slouceniny nachazejici se v rostlinnych burnkach nebo exogennich fluoroford, v pfipadé kterych jde
o molekuly, které vznikly pfidanim fluorescencni organické molekuly nebo transgenni expresi (tfida
protein(i oznacovanych jako fluorescencni proteiny). Prlitokovou analyzu vsak lze provést také

po barveni protoplastli pomoci specifickych fluorochrom( (DolezZel et al., 2007).

2.5.3 Purifikace rostlinnych hormont

Kromé velmi nizkych koncentracich se u analyzy rostlinnych hormoni potykdame také s koexistenci
jinych endogennich organickych sloucenin, které mohou se stanovovanymi latkami interferovat.
Z toho dlvodu je velmi dulezité vybrat vhodnou extrakéni a purifikaéni metodu, kterd dokaze nejen
odstranit rusivé latky, ale také obohatit cilové slouceniny z komplexnich rostlinnych extraktd
(Fuetal., 2011).

Vhodny vybér purifikace zavisi na chemické povaze cilovych hormon(, typu analyzy a taktéz
na vybéru analytického pfistroje. Mezi nejvice rozsifené techniky se radi extrakce kapalina-kapalina
(LLE) nebo extrakce na pevné fazi (SPE). Pfi LLE dochazi k separaci sloucenin na zdkladé jejich
rozpustnosti ve dvou vzajemné nemisitelnych kapalinach (Fu et al., 2011). Jedna se obvykle o systém
vody a organickych rozpoustédel s vodou nemisitelnych, mezi které patfi napt. methanol, hexan,
ether nebo chloroform (Kowalczyk a Sandberg, 2001; Novak et al., 2008; Kojima et al., 2009).
Zatimco extrakce na pevné fazi vyuziva k separaci SPE kolonu, na které jsou zachyceny stanovované
slouceniny na zakladé svych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Tyto kolony jsou plnény pevnymi
sorbenty, které vazou rostlinné hormony prostfednictvim hydrofobnich, polarnich nebo iontovych
interakci. Rusivé nebo interferujici latky jsou odstranény promytim vhodnym rozpoustédlem
a stanovované latky jsou nasledné eluovany pomoci rozpoustédla, které narusi vzniklé vazby mezi
hormony a sorbentem v koloné (Tarkowska et al., 2014). Vzhledem ke komplexnim interferencnim
slouceninam, které mohou byt pritomny v rostlinnych extraktech, se pouziva kombinace vice druht
sorbentu (Fu et al., 2011).

Pro extrakci fytohormon( existuje Siroka skala vysoce kvalitnich SPE kolon, které disponuji
fadou separacnich rezim(. Mezi ty nejcastéji vyuZivané se radi extrakce na reverzni fazi (C18)
(Novék et al., 2012; Su et al., 2017), iontova vyména (Cao et al., 2016), polymerni reverzni faze (napt.
Oasis HLB) Ci polymerni sorbenty se smiSenym principem zachytu (Oasis MAX nebo Oasis MCX)
(Balcke et al., 2012, Jikumaru et al., 2013). Smiseny rezim s reverzni fazi a iontoménicovou extrakci

je jednou z moznych kombinaci pro ucinnou separaci a purifikaci cytokininG (Fu et al., 2011).
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Purifikaci auxinu lze provést napfiklad pomoci SPE sreverzni fazi, se smiSenym reZimem
nebo imunoafinitni extrakci (Tarkowska et al., 2014; Su et al., 2017).

U vzorklli o velmi nizkych koncentracich lze zvysit citlivost analytické metody
a nevyzaduji velké objemy vzorku a rozpoustédel. Kromé toho napomahaji minimalizovat ztraty
analytu, ¢imZ zvysuji vytéZznost stanovované latky (Svacinova et al., 2012; Péncik et al., 2018).
Mezi techniky, které se dfive pouZivaly pro izolaci auxinu, patfi mikroextrakce na pevné fazi (USPE)
(Liu et al., 2007), mikroextrakce na pevné fazi pomoci plnénych Spicek (u-SPE-PT) (Liu et al., 2012)
a magneticka SPE (Zhang et al., 2010). Péncik et al. (2018) ve své praci vyvinuli metodu pro purifikaci
auxinu pomoci u-SPE-PT, v ramci které byly jednotlivé kolony, v podobé pipetovacich Spicek, pInény
sorbenty nékolika typ( (C18, C8, SDB-RPS, Oasis HLB). Obdobné ve své praci Svacinova et al. (2012)
purifikovala cytokininy pomoci StageTips, kde byly jednotlivé Spicky naplnény tfemi typy sorbent(:
C18, SDB-RPS a Cation-SR. Pro purifikaci a kvantifikaci Sesti endogennich brassinosteroid( byla
vyvinuta matricova disperze na pevné fazi (MSPD) s tandemovou anexovou vyménou a smisenou
kationtovou vyménou (MCX), pomoci které byly eliminovany polarni a ionizované slouceniny a ty

nepolarni byly Gcinné odstranény dispergacnim cCinidlem pouZivanym v MSPD (Wang et al., 2014).

2.5.4 LC-MS/MS ve stanoveni rostlinnych hormonu

Pokrok v identifikaci a kvantifikaci rostlinnych hormonu je Uzce spjat se zdokonalenim technologie
hmotnostni spektrometrie (MS) za posledni desetileti. Pro separaci rostlinnych hormon( jsou hojné
vyuzivané tandemové hmotnostni spektrometry (MS/MS), které jsou nejcastéji v kombinaci
s plynovou chromatografii ¢i kapalinovou chromatografii (LC). Tyto pfistroje zajistuji vysokou
citlivost a selektivitu, ¢imZz umoznuji analyzu stopovych koncentraci analytl v komplexnich
biologickych matricich. Kvantifikace rostlinnych hormont (jako napf. IAA, kyselina abscisova,
gibereliny) se nejcastéji provadi purifikaci pomoci vhodnych adsorbentl, kterymi mlzou byt oxid
kfemicity nebo polymerni sorbenty, a naslednou analyzou pomoci LC-MS/MS (Balcke et al., 2012;
Novak et al., 2017). Pro analyzu auxin( nebo cytokinind se kromé klasické LC kombinuje tandemova
hmotnostni spektrometrie s ultra-vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (UHPLC), ktera je
schopna vlivem vysokého tlaku velmi rychlé separace s vysokou ucinnosti (Nguyen et al., 2006;

Novak et al., 2008; Novak et al., 2012; Svacinova et al., 2012).

2.5.4.1 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je typ separacni metody, v ramci které je analyt separovan v prostiedi dvou
vzajemné nemisitelnych fazi; mobilni (MF) a stacionarni fazi (SF). V pripadé kapalinové

chromatografie je MF kapalina a SF m(ze byt budto pevny absorbent nebo imobilizovana kapalina.
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Samotna separace probiha v chromatografické koloné, ve které je analyt urcitou dobu zadrZovan SF
na zakladé svych vlastnosti. K separaci fytohormonu se velmi ¢asto pouziva separace na reverzni fazi
(reverse phase; RP), pti které ma SF nepolarni (napf. silikagel s navazanym C18 fetézcem) a MF
polarni povahu (nejcastéji smés vody s acetonitrilem nebo methanolem) (Balcke et al., 2012;
Flokova et al., 2014). Analyt je pak separovan na zakladné své polarity, kdy nepolarni latky jsou RP

zadrZovany vice nez ty polarni (Fu et al., 2011; Nguyen et al., 2006;).

2.5.4.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda zaloZena na separaci jednotlivych molekul daného
analytu podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) fragmentu. Princip této metody je zaloZzen
na ionizaci sloucenin analytu s naslednou tvorbou nabitych molekul, které interaguji s elektrickym
nebo magnetickym polem ve vakuu. Jeho vyuZiti Ize nalézt pfi identifikaci neznamych latek, urceni
izotopového sloZeni prvkd anebo pfi stanoveni struktury analytu. Z hlediska kvantitativniho vyuziti
muizZeme pomoci MS stanovit jednotlivé prvky ve smésich. Hmotnostni spektrometr je sloZen ze tfi
zakladnich ¢asti: iontovy zdroj, analyzator a detektor (Tarkowski et al., 2009; Fu et al., 2011).

lontovy zdroj je nezbytnou soucasti hmotnostniho spektrometru a jeho hlavnim tkolem je
ionizovat molekuly plynu na ionty. Pfi toto procesu pak mohou vznikat kladné nebo zaporné nabité
ionty (M*, M"). Na zakladé dodané energie pfi ionizaci Ize iontové techniky délit na tzv. ,tvrdé”
a ,mékké”. Hlavnim zastupcem ,tvrdé” ionizace je elektronova ionizace, v ramci které je plynny
analyt ionizovan proudem dopadajicich elektronl. Nevyhodou tohoto typu ionizace je vicenasobna
fragmentace molekuly viontovém zdroji, kterd ztézuje jejich identifikaci. Tento nedostatek byl
odstranén rozvojem dalSich ionizacnich technik, mezi které patfi chemicka ionizace, pfi které je
dochazi k ionizaci nejprve reakéniho plynu (napf. methan) a az poté je ionizovan samotny analyt.
Molekuly analytu Ize ionizovat také pomoci vysokého napéti (elektrosprej, ESI), elektrického vyboje,
nebo prostfednictvim laseru za soucasného vyuziti vhodné matrice. Z divodu vysoké citlivosti
a nizké interference pozadi se stal zastupce mékkych ionizacnich technik, ESI, nejpouzivanéjsim
iontovym zdrojem pouzivanym v LC-MS (Fu et al., 2011).

lonizované molekuly vstupuji do hmotnostniho analyzatoru, ve kterém dochazi k separaci
nabitych iont( na zakladé m/z. Cely tento déj probiha ve vakuu. V soucasnosti je k dispozici mnoho
rGznych typl analyzator(, které separuji molekuly analytu na zakladé odlisnych parametr( a r(izné
propustnosti iont(l na detektor za vyuziti statického, elektrického nebo magnetického pole. Mezi ty
nejbéznéjsi patfi kvadrupdlovy analyzator, analyzator doby letu, iontové pasti, iontové cyklotronova
rezonance nebo orbitrap (Friedecky a Lemr, 2012).

Posledni ¢ast MS tvofi detektor, ktery zaznamenava prichody jednotlivych iont( vybrané

pfislusnym analyzatorem a prevadi je do digitalni podoby. Podle schopnosti detekce iontli se
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detektory déli do dvou skupin. Prvni skupina detektord je schopna zaznamenat vSechny ionty bez
ohledu na velikosti m/z. Jejich princip spodiva v pfimém méreni elektrického proudu, jenz je
generovany srazkou iontl s dynodou a nasledné zesilen prostfednictvim nasobicli (nejcastéji
elektronové nasobice). Druha skupina detektorl zaznamenava ionty v zavislosti na velikosti m/z, kdy
jsou ionty snimany jako komplexni ,proudovy obraz“ vsech vyskytujicich se iontl s rdznymi
hodnotami m/z a signal je pak zpracovan Fourierovou transformaci (Friedecky a Lemr, 2012).

Pro identifikaci a kvantifikaci slozitéjsSich matrici se stopovymi koncentracemi
se v soucasnosti pouziva technika tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS), a to prevainé
trojity kvadrupdl (Novak et al., 2017). Tato technika spociva v selekci prekurzorového iontu
na zakladé svych vlastnosti prostrednictvim prvniho analyzatoru, nasledné fragmentaciv kolizni cele
pomoci kolizniho plynu, coZ vede k ziskani specifickych iontovych fragment(. Tyto produktové ionty
poté vstupuji do druhého kvadrupdlu, kterym mohou prochazet na detektor, nebo byva selektovan
pouze jeden fragment, ktery je detekovan (v tzv. multiple reaction monitoring méd, MRM). Tento
mad spojuje vysokou citlivost s velkym dynamickym rozsahem a nabizi proto optimalni reseni

pro analyzu rostlinnych hormon( (Fu et al., 2011; Pan a Wang, 2009).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Biologicky material

Arabidopsis thaliana (husenicek rolni), ekotyp Columbie 0 (Col-0)
Arabidopsis thaliana, mutantni linie J2812 (Petersson et al., 2009)
Arabidopsis thaliana, mutantni linie JO571 (Birnbaum et al., 2003)
Arabidopsis thaliana, mutantni linie pWOL:GFP (Birnbaum et al., 2003)
Arabidopsis thaliana, mutantni linie J2501 (Petersson et al., 2009)
Arabidopsis thaliana, mutantni linie M0028 (Swarup et al., 2005)

Mutantni linie byly poskytnuty od prof. Karin Ljung — Umed Plant Science Centre, Ume& (Svédsko)

3.2 Pomticky a pfistroje

Analytické vahy — Satorius Weighing Technology GmbH (Némecko)
Autoklav Labo MLS-3781L — Sanyo (Japonsko)
BD FACSAria™ Il Cell Sorter — BD Biosciences (USA)
Bunécné sitko (40 um) — VWR (USA)
Centrifuga Biofuge stratos — Thermo Scientific (USA)
Centrifuga MIKRO 220R — Andreas Hettich GmbH & Co. KG (Némecko)
Centrifugacni zkumavky s kénickym dnem (15 a 50 ml) — VWR (USA)
Ctvercové Petriho misky pro vysev A. thaliana — Greiner bio-one (Rakousko)
Extrakéni disky:
Cation-SR — Affinisep (Francie)
SDB-XC Empore™ — Merck KGaA (USA)
C18 Empore™ — Merck KGaA (USA)
Konfokalni mikroskop Zeiss LSM 800 — Zeiss (Némecko)
Lamindrni box Heraguard™ ECO — Thermo Fisher Scientific (USA)
Chromatograficka kolona — Acquity UPLC® BEH Shield RP18 (150 x 2,1 mm; 1,7 um) — Waters (USA)
Chromatograficka kolona — Kinetex C18 (50 x 2,1 mm; 1,7 um) — Phenomenex (USA)
Magnetickd michacka AREX 6 Digital — VELP Scientifica (USA)
MicroSpin filtr (Nylon; 0,2 um) — Chromservis s.r.o (Ceska republika)
Oasis HLB kolony (30 mg/1 ml) — Waters (USA)
Oasis MCX kolony (30 mg/1 ml) — Waters (USA)
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pH metr Eutech Instruments pH 700 MM 2a — Thermo Scientific (USA)

Sada automatickych pipet — Eppendorf (Némecko); Thermo Scientific (USA)

Systém HPLC-MS/MS — Agilent LC 1260 Infinity Il systém s hmotnostnim detektorem Agilent 6495B
(Agilent Technologies, USA)

Systém UPLC-MS/MS — Acquity UPLC® I-class systém (Waters, USA) v zapojeni s XevoTM TQ-S MS
(Waters MS Technologies, UK)

Vakuova rotac¢ni odparka Trigon-plus® RCT1010, Thermo Electron Corporation — Thermo Fisher
Scientific (USA)

Vodni lazer Buchi B-490 — BUCHI Labortechnik (Svycarsko)

Zatizeni na Upravu vody Direct-Q® 3 UV — Milipore Corp. (Billerica, USA)

3.3 Chemikalie

Agar — Duchefa Biochemie B. V. (Nizozemsko)

Aceton — Lach-Ner s. r. o (Ceska republika)

Amoniak (25%) — Merck KGaA (Némecko)

BD FACS sheath fluid — BD Biosciences (USA)

Bovine Serum Albimun (BSA) — Sigma-Aldrich (USA)

Cellulase Onozuka R-10 — Duchefa Biochemie B. V (Nizozemsko)
Chlorid sodny — VWR Chemicals (Francie)

Chlorid vapenaty — Lach-Ner s. r. o (Ceska republika)

Chlorid draselny— Lach-Ner s. r. o (Ceska republika)
Deionizovand voda — pfipravena v Direct-Q® 3 UV

Ethanol (96%) — VWR Chemicals (Francie)

Hydroxid draselny — Lach-Ner s. r. o (Ceska republika)

Kyselina dusi¢na (65%) — Lach-Ner s.r.o (Ceska republika)
Kyselina mravenci (98%) — Merck KGaA (Némecko)

MES (kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova) — Carl Roth GmbH (Némecko)
Macerozyme R-10 — Dufecha Biochemie B. V (Nizozemsko)
Mannitol — Lach-Ner s. r. o (Ceska republika)

Methanol (> 99,9%) — Merck KGaB (Némecko)

Murashige-Skoog médium — Duchefa Biochemie B. V (Nizozemsko)
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Interni Standardy:

Auxiny: [**Cs]IAA — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko); [**Cs]IAA-Asp, [13Cs]IAA-Glu, [3Cs]oxIAA, —
OlchemIm (Olomouc, CR); [2*C6]IAA-Glc, [**Cs,**N]oxIAA-Asp, [*3Cs,>N]oxIAA-Glu, [2*Cs]oxIAA-Glc —
Laboratof rdstovych regulatort (Olomouc, CR)

Cytokininové baze (B): [*3Cs]czZ, [*3Cs]tZ, [*Hs]tZR, [*Hs]tZ9G, [H3]DHZ, [*H3]DHZR, [*H3]DHZ9G,
[2HeliP, [*He]iPR, [*H6]iP9G, [*H;]BAP, [2H7]BAPR, [2H7]BAPIG, [**N4]mT, [**N4]oT, [**NalpT, [**Ni]mTR,
[**N4]oTR, [*°Na]pTR, [*°N4]lmT9G, [°N4]oT9G, [*°N4]pT9G, [*°*N4]K; Cytokininové O-glukosidy (OG):
[2Hs]tZOG, [*Hs]tZROG, [2H;]DHZOG; Cytokininové nukleotidy (NT): [*Hs]tZRMP, [2H3]DHZRMP,
[2H6]iPRMP, [*H;]BAPRMP; Cytokininové N7-glukosidy: [2Hs]tZ7G, [*HeliP7G (vie Olchemim, Ceska
republika)

Propidium jodid — Thermo Fischer Scienticis (USA)

Sacharosa — Lach-Ner s.r.o (Ceska republika)

Tween — Lach-Ner s.r.o (Ceska republika)

3.4 P¥iprava roztoku

% MS médium: Pro 1 | kultivacniho média bylo navaZzeno 10 g sacharosy, 0,5 g MES a 2,2 g MS média,
které byly rozpustény v 500 ml deionizované vody. Pomoci pH metru bylo prostfednictvim 0,1M
roztoku hydroxidu sodného upraveno pH na 5,7. Roztok kultivacniho média byl poté doplnén
deionizovanou vodou do 1 | v odmérném valci a vznikly roztok byl prelit do Idhve s predvazenymi 10
g agaru. Médium bylo poté vysterilizovano v autoklavu a po vychladnuti rozlito do Petriho misek.
PB pufr: Pro pfipravu 30 ml PB pufru bylo nejprve vodmérné zkumavce navazeno 2,187 g
mannitolu, ke kterému bylo nasledné pridano 600 pl pfipraveného roztoku 1M chloridu draselného,
1,2 ml 0,5M MES a 300 pl 1M chloridu vapenatého. Smés byla deionizovanou vodou doplnéna na
objem cca 25 ml a prostrednictvim 0,1M hydroxidu draselného bylo upraveno pH na 5,7. Poté byl
objem doplnén na konecny objem 30 ml a do vysledného roztoku bylo pfidano 30 mg BSA.
Cést roztoku byla pouZita pro oplach odfiznutych kofink( a do druhé ¢asti roztoku, jenz byl nejprve
vyhtat ve vodni lazni pfi 42 °C, bylo pridano cca 0,4 mg/ml Macerozymu a cca 1,5 mg/ml Cellulasy.
W5 pufr: Pro pfipravu 20 ml pufru bylo ptidano a smichano 100 pl chloridu draselného, 80 pl
0,5M MES, 2,5 ml chloridu vapenatého a 3,1 ml chloridu sodného. Vznikly roztok byl poté doplnén
deionizovanou vodou na objem 20 ml a prostfednictvim 0,1M hydroxidu draselného bylo pH
upraveno na hodnotu 5,7.

70% FACS pufr: Pro pripravu 5 | roztoku bylo smichano 3,5 | FACS ,,Sheath fluid“s 1,5 | deionizované

vody.

36



50% kyselina dusi¢na: Pro pripravu 10 ml roztoku bylo smichano 7,35 ml 68% kyseliny dusi¢né
s 2,65 ml vody.

10% methanol: Pro pripravu 10 ml roztoku bylo smichano 1 ml methanolu s 9 ml vody.

60% methanol: Pro pfipravu 10 ml roztoku bylo smichano 6 ml methanolu s 4 ml vody.

0,5M 25% hydroxid amonny v 60% methanolu: Pro ptipravu 10 ml roztoku bylo smichano 0,776 ml
amoniaku, 5,534 ml 100% methanolu a 3,69 ml vody.

0,5M kyselina mravenci: Pro pripravu 10 ml roztoku bylo smichano 0,193 ml FA s 9,807 ml vody.
1M kyselina mravenci: Pro pripravu 10 ml roztoku bylo smichano 0,385 ml FA s 9,615 ml vody.
1,25M kyselina mravenci: Pro pfipravu 10 ml roztoku bylo smichano 0,480 ml FA s 9,52 ml vody.
2M kyselina mravenci: Pro pripravu 10 ml roztoku bylo smichano 0,77 ml FA's 9,23 ml vody.

1M kyselina mravenci v methanolu: Pro pfipravu 10 ml roztoku bylo smichano 0,385 ml FA
$ 9,615 ml methanolu.

0,35M hydroxid amonny: Pro pfipravu 10 ml roztoku bylo smichano 0,25 ml amoniaku s 9,75 ml
vody.

0,35M hydroxid amonny v 60% methanolu: Pro pfipravu 10 ml roztoku bylo smichano 0,25 ml
amoniaku s 5,85 ml methanolu a 3,9 ml vody.

5% kyselina mravenci v 10% methanolu: Pro pripravu 10 ml roztoku bylo smichano 0,5 ml FA
s 0,95 ml methanolu a 8,55 ml vody.

Sterilizacni roztok: 0,01% roztoku TWEEN v 70% ethanolu

3.5 Pracovni postupy a metody

3.5.1 Priprava biologického materidlu

Semena A. thaliana (Col-0, mutantni linie J2812, J2501, pWOL:GFP, J0571) byla prostfednictvim
sterilizacniho roztoku sterilizovana ve 2 ml mikrozkumavce po dobu 10 minut. Roztok byl nasledné
odpipetovan a semena byla opakované promyta sterilni vodou. K semink{im bylo nakonec pfidano
cca 600 pl sterilni destilované vody a pomoci pipety se zasttiZzenou Spickou byla seminka nanasena
ve dvou faddach na kultivaéni desku.

K synchronizaci kli¢eni rostlin byla semena po dobu 2 dnu stratifikovany ve tmé pfi 4 °C.
Nasledné byly desky umistény do fytotronu ve vertikalni poloze, kde byly kultivovany po dobu 8 dni
pfi 23 °C, pfi fotoperiodé 16 hodin svétlo a 8 hodin tma.
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3.5.2 Izolace protoplasti

Osmidennim rostlinam A. thaliana bylo nejprve skalpelem utiznutd spodni ¢ast kofink{ (cca 2 cm),
které byly pinzetou preneseny do filtrl (40 um) umisténych v Sesti jamkové desticce s obsahem 6 ml
PB pufru bez obsahu enzymu a zbytky MS média oplachnuty. Filtr s kofenovymi Spickami byl poté
prenesen do 6 ml PB pufru s pfidanymi enzymy. Desticka byla poté ponechana inkubaci ve tmé
po dobu 3 hodin.

Po probéhlé inkubaci bylo do obou jamek s filtry pfidano 6 ml W5 pufru k zastaveni
enzymatické reakce. Filtry byly prfeneseny do centrifugacni zkumavky s konickym dnem (50 ml),
do kterych byl postupné a opatrné prefiltrovan cely objem obou pufr(l, tak aby nedoslo k rozbiti
vyizolovanych protoplastd. Odmérné zkumavky sobsahem vzorku byly poté centrifugovany
(zrychleni 6, zpomaleni 4, 200 g, 5 minut, 22 °C) a vznikly supernatant byl odebran. K peletu byl
pridan cca 1 ml W5 pufru a po jedné minuté inkubace byl vzorek jemné promichan s pufrem. Veskery
obsah byl nasledné prenesen do zkumavek urcenych k méreni na FASC pfistroji.

Optimalizace centrifugace za uUcelem ziskani co nejvétsiho poc¢tu neporusenych protoplasti
byla provedena po rozdéleni vzorku s protoplasty z mutantni linie pWOL:GFP na Ctyfti stejné objemy.
Kazdy ze vzork( byl centrifugovan rizné dlouhou dobu (2, 5, 7 a 10 minut) pfi nastaveni centrifugy
zrychleni 6, zpomaleni 4, 22 °C, 200 g. Vznikla suspenze byla rozdélena na pelet a supernatant. Kazdy
pelet byl rozpustén v 1 ml W5 pufru a pocet Castic a protoplastl sledovan po dobu 1 min pfi stejné

rychlosti nasavani vzorku do pfristroje FACS. Obdobné bylo provedeno vyhodnoceni pro supernatant.

3.5.3 Sortovani protoplastt

Sortovani GFP pozitivnhich a GFP negativnich protoplastl bylo provedeno pomoci pritokového
cytometru BD FACSAria™ Ill Cell Sorter, vybaveného tryskou o priiméru 100 um, obdobné jak je
popsano drive (Antoniadi et al., 2015; Peterson et al., 2009). Resuspendované izolované protoplasty
byly vlozeny do FACS vybaveného 100 um tryskou s nastavenou teplotou na 4 °C, pouzitym 1.5
,heutral density” filtrem pro FSC. Protoplasty od ostatni bunécné populace byly poté identifikovany
na zakladé jejich velikosti pomoci FSC, zatimco GFP pozitivni a GFP negativni protoplasty byly
separovany na zakladé jejich emise po excitaci modrym laserem s vinovou délkou 488 nm
a autofluorescence. K detekci GFP fluorescence byl pouzit ,bandpass filtr” o vinové délce 530/30
nm, a ,longpass filtr“ 502 nm. Pro excitaci Pl fluorescence byl pouZit Zluto-zeleny laser s vinovou
délkou 561 nm, a pro detekci ,,bandpass filtr” o vinové délce 670/14 nm, a ,longpass filtr“ 630 nm.

Vlyizolované protoplasty, byly po jednotlivych replikdtech (cca 50 000 izolovanych
protoplastll), ihned zmraZzeny v kapalném dusiku a skladovany pfti -80 °C. Pro zpracovani dat byl

pouZzity software FACSDiva verze 9.4.
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3.5.4 Konfokalni mikroskopie
Osmidenni mutantni rostliny A. thaliana (J2812, J2501, pWOL:GFP, J0571) byly pfeneseny

na podlozni sklicko s kapkou deionizované vody. Obrazky fluorescence GFP byly snimany
konfokalnim mikroskopem Zeiss LSM 900 (Carl Zeiss, Némecko) s 20x zvétSenim a rozlisenim
512x512. Pro excitaci GFP byl pouZit laser s vinovou délkou 488 nm. Obrazky byly vybrany ze tfi
biologickych replikat(.

3.5.5 Purifikace auxint a cytokinin(

3.5.5.1 u-SPE-PT purifikace

K purifikaci auxin a cytokinin(i pomoci pu-SPE-PT byly Spicky naplnény tfemi vrstvami tfemi typy
sorbentU: Cation-SR, SDB a C18 (Svacinova et al., 2012; Antioniadi et al., 2015). Pfipravené Spicky
byly nasledné aktivovany a kondiciovany 50 ul acetonu (centrifugace 10 minut, 2 200 rpm, 4 °C),
50 pl methanolu (centrifugace 10 minut, 2 200 rpm, 4 °C), 50 ul deionizované vody (centrifugace
15 minut, 2 500 rpm, 4 °C), 50 ul 50% kyseliny dusi¢né (centrifugace 20 minut, 2 800 rpm, 4 °C)
a 50 pl deionizované vody (centrifugace 20 minut, 2 800 rpm, 4 °C).

Na takto pfipravené Spicky bylo naneseno vzorek obsahujici 10, 20, 50 nebo 100 ftisic
protoplastll s pfidanymi internimi standardy (5 pmol [3Ce]IAA, [3Ce]IAA-Asp, [Cs]IAA-Glu,
[13C6]IAA-Glc, [*3Cs]oxIAA, [BCs]oxIAA-Glc, [CsloxIAA-Asp a [3Cs]oxIAA-Glu; 0,2 pmol B a 7G,
0,5 pmol OG a NT) (centrifugace 30 minut, 4 500 rpm, 4 °C) s naslednym promytim pomoci 50 pl
deionizované vody (centrifugace 20 minut, 4 200 rpm, 4 °C). V ramci optimalizace purifikacniho
protokolu byly vzorky fedény v poméru 1:2 s 5% kyselinou mravenci v 10% methanolu.

Eluce auxinll byla provedena prostrednictvim 50 pl 80% methanolu (centrifugace 20 minut,
4 200 rpm, 4 °C) do Cistych 1,5 ml mikrozkumavek. Pro eluci cytokinin( bylo poté jesté pridano 50 pl
0,5M hydroxidu amonného v 60% methanolu (centrifugace 20 minut, 4 500 rpm, 4 °C). Vyeluovany
vzorek byl preveden do vialek s viozenym inzertem, odparen dosucha na rotacni vakuové odparce,
rozpustén v 30 pl 10% metanolu a nasledné analyzovan pomoci LC-MS/MS, pficemZ odpareni

a méreni auxinl a cytokininl bylo provedeno zvlast.
3.5.5.2 Extrakce na tuhé fazi s disperzni matrici pomoci Oasis MCX a Oasis HLB

Purifikace cytokininovych a auxinovych metabolitl ve frakcich protoplatli z pfistroje FACS byla
pouZita metoda extrakce na tuhé fazi s disperzni matrici (DSPE) s vyuZitim sorbentd Oasis MCX
a Oasis HLB (1:1), kterd je rutinné pouZivana v Laboratofi rlistovych reguldtort (Pettik et al.,
nepublikovano). Vzhledem k tomu, Ze se jednd o novy typ izola¢niho protokolu, na ktery nebyla
metoda zatim optimalizovana, byla provedena prehledova studie vlivu faktorll DSPE metody

na MS/MS odezvu cilenych metabolitl. Za timto Ucelem bylo vybrano pét faktord, které jsou
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uvedeny v Tab. 1. Jejich vliv byl studovan pomoci faktoridlniho navrhu experimentu (Design
of Experiment; Ferreira et al., 2017.). Z pIné faktoridlniho navrhu byla vybrana ctvrtinova frakce
vzork(l, kterd tvofila frakcionalni navrh experimentu o rozliseni Il (Pfiloha A). Jako hodnotici
kritérium byla pro kazdy metabolit stanovena plocha chromatografického piku. Metabolity byly
samostatné vyhodnoceny pomoci mnohonasobné linearni regrese za pouZiti skriptu
v programovacim jazyku R, ktery byl poskytnut Mgr. lvanem Pettikem (Laboratof rlstovych
regulator(). Pro zndzornéni spolehlivosti optimalizace parametr( pro kazdy analyzovany metabolit

byla pouzita kfiZzova validace (Ptiloha B).

Tab. 1: Optimalizované parametry DSPE metody na tfech rGznych hladindch pomoci faktoridlniho navrhu
experimentu.

, Hladina
Pismeno Faktor Jednotka

-1 0 1
A mnozstvi sorbentu mg 5 15 25
B fedéni vzorku pomér 2:1 1:1 1:2
C pocet protoplastt 10* 1 5 10
D pocet promyvacich cykld ml 1 2 3
E koncentrace kys. mravenci mol/I 0.5 1.25 2

Na zakladé optimalizace byla poté pro purifikaci protoplastli pouzita DSPE s témito parametry. Jako
prvni byla provedena aktivace a kondicionace sorbentd, v ramci které byl k navazenému sorbentu
(100 mg Oasis HLB a Oasis MCX) pridan 1 ml methanolu (vortex, centrifugace 14 000 rpm, 2 minuty,
4 °C), nasledné 1 ml vody (vortex, centrifugace 14 000 rpm, 2 minuty, 4 °C) a nakonec 1 ml 1M
kyseliny mravenci (vortex, centrifugace 14 000 rpm, 2 minuty, 4 °C). Poté bylo na MicroSpin filtry
pfeneseno 25 mg Oasis HLB a 25 mg Oasis MCX (100 mg/iml).

Na aktivované sorbenty byl nasledné pridan vzorek s pfidanymi internimi standardy (5 pmol
auxiny, 0,2 pmol B a 7G, 0,5 pmol OG a NT) o objemu odpovidajici 50 000 protoplast(i (cca 300 pl),
jenz byl naredény 5% kyselinou mravenci v 10% methanolu v poméru 2:1 (vortex 30 sekund,
centrifugace 8 000 rpm, 5 minut). Vzorky byly nasledné promyty 0,5M kyselinou mravenci (vortex,
centrifugace 8 000 rpm, 5 minut).

Pro eluci auxin( bylo pfidano 0,4 ml 1M kyseliny mravenci v methanolu (vortex,
centrifugace 8 000 rpm, 5 minut). Pro eluci cytokinin( bylo pfidano 0,4 ml 0,35M hydroxidu
amonného (vortex, centrifugace 8 000 rpm, 5 minut) a poté 0,4 ml 0,35M hydroxidu amonného
v 60% methanolu (vortex, centrifugace 8 000 rpm, 5 minut). Vyeluovany vzorek byl odparen
do sucha na rotacni vakuové odparce, rozpustén v 30 pl 10% metanolu, promichan vortexem

a pfenesen do vialek s vloZzenym inzertem s naslednou analyzou pomoci HPLC-MS/MS.
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3.6.6 LC-MS/MS analyza

3.6.6.1 Auxiny

Ke stanoveni hladin auxin( byla pouZita metoda publikovana v Hladik et al. (2023), ve které byl
vyuzit systém HPLC-MS/MS s ionizaci elektrosprejem s prepindanim mezi pozitivnim a negativnim
moddem. K separaci analytd byla pouZita chromatograficka kolona s RP (Kinetex C18 100 A, 50 x
2.1 mm, 1.7 um; Phenomenex, USA). Mobilni fazi predstavovala deionizované voda (A) a methanol
(B), u obou s pridavkem 0,1% kyseliny octové. Doba analyzy Cinila 18 minut za soucasného pratoku
0,3 ml/min a teplotou kolony 40 °C. Eluce probihala pomoci linedrniho gradientu nasledovné: 0 min
—10% B, 11,5 min 60 % B, 11,75 min — 100 % B, 14,75 min — 100 % B, 15 min — 10 % B. Teplota
autosampleru, ve kterém byly vzorky uloZeny, byla nastavena na 4 °C a celkovy nasttik jednoho
vzorku byl 10 pl.

Analyty byly detekovany prostfednictvim hmotnostniho spektrometru v pozitivnim
i negativnim mddu ESI (+/-). Stanoveni auxini bylo provedeno za uziti MRM moddu
pfi optimalizovanych koliznich energii pro kazdy analyt (Hladik et al., 2023). Nastaveni parametrfi
pro analyzu bylo nasledujici: tlak zmlZovaciho plynu, 25 psi; pritok a teplota prehfatého pomocného
plynu 12 I/min a 400 °C; pritok a teplota protiproudového vyhtatého susiciho plynu 14 I/min
a 130 °C; napéti na vystupnim Sroubeni plynu 0 V; napéti na vstupni kapilare 2,8 kV v pozitivnhim

a 3,0 kV v negativnim maodu.

3.6.6.2 Cytokininy

Analyza cytokinin(i probihala podle podminek Svacdinova et al. (2012) s uvedenymi modifikacemi.
Ke stanoveni hladin CK bylo vyuzito systému UHPLC-MS/MS s trojitym kvadrupdlem a ESI. K separaci
analyt( byla pouZita chromatograficka kolona s reverzni fazi Acquity UPLC® BEH Shield RP18 (150 x
2,1 mm, 1,7 um, Waters). Mobilni fazi predstavoval methanol (A) a mravencéan amonny (pH 3,95; B)
pfi pratoku 0,4 ml/min a teploté kolony 55 °C. Gradient byl vytvoren nasledovné: 0 min, 5:95 (A:B)
—4 min isokraticka eluce, 5:95 (A:B) — 10 min linearni gradient, 20:80 (A:B) — 15 min linearni gradient,
50:50 (A:B) —15.50 min, 99:1 (A:B) — 16.00 min 99:1 (A:B) — 16.50 min, 5:95 (A:B) — 17.00 min, 5:95
(A:B) (Cermanova, 2020). Teplota autosampleru, ve kterém byly vzorky uloZeny, byla nastavena
na 4 °C a celkovy nastfik jednoho vzorku byl 10 pl.

Analyty byly detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru s trojitym kvadrupdlem
v pozitivnim mddu ESI(+). Stanoveni CK bylo provedeno pomoci MRM médu. Nastaveni parametr
pro analyzu bylo nasledujici: teplota zdroje 150 °C; teplota desolvatacniho plynu 600 °C; pratok
desolvatacniho plynu 600 I/h; napéti v kapilare 0,75 kV (Novak et al., 2008). Vyhodnoceni vysledku

bylo provedeno pomoci softwar(l MassLynx a TargetLynx.
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4 VYSLEDKY

4.1 1zolace protoplasti

Cilem této diplomové prace bylo zméreni profilu jednotlivych metabolitli fytohormoni v korenové
Spicce, na zakladé ¢ehoZ byly predmétem zajmu Ctyfi mutantni linie pouzZité v pracich Antoniadi
et al. (2015) a Péncik et al. (2013). Ale jelikoz pouzitou mutantni linii pSCR:GFP se nepodafilo
vypéstovat z divodu Spatné kliivosti a mutantni linie M0028 a pWOL:GFP poskytovaly nizkou
intenzitu fluorescence (Obr. 7), jeZ na pfistroji FACS nebylo mozné odlisit od pozadi, byly pro tuto

praci pouzity nahradni linie. Vyjimkou byla M0028, ktera nebyla nahrazena zadnou linii.

M0028 pWOL:GFP

Obr. 7: Fotografie jednotlivych mutantnich linii J0571, J2501, 12812, M0028 a pWOL:GFP pofizené konfokalnim
mikroskopem. Zvétseni 20x. Méfitko znazorriuje 50 um.
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Fotografie, potizené konfokalnim mikroskopem, jednotlivych linii jsou uvedeny na Obr. 7. Mutantni
linii J2812 exprimovala GFP v oblasti epidermis a kortexu, J2501 exprimovala GFP v oblasti stély
a J0571 exprimovala GFP v oblastech pericyklu, endodermis a kortexu. Zatimco nejintenzivné;jsi
fluorescence byla zaznamendna u mutantni linie J0571, u mutantni linie pWOL:GFP a M0028 byla
intenzita fluorescence nejmensi. Z fotografii je zifejmé, Ze linie exprimuji GFP v predpokladanych
mistech korenové Spicky, kterd jsou uvedena v pfiloze C. U vSech zvolenych mutantnich linii bylo
poté provedeno tridéni protoplastd fluorescencnim prltokovym cytometrem a meéreni

metabolickych profild auxind a cytokinin( pomoci HPLC-MS/MS.

4.1.1 Optimalizace izolace protoplastl

Z korenové spicky mutantni linie pWOL:GFP byly izolovany protoplasty podle protokolu uvedeného
v kapitole 3.5.2. Pred tfidénim protoplastl v pratokovém cytometru bylo nutné izolovanou
bunécnou suspenzi velmi opatrné centrifugovat. Vznikly supernatant byl odebran a pelet rozpustén
s pridanym W5 pufrem a prenesen do zkumavky pro tfidéni protoplast( ve FACS.

Jelikoz bylo pro izolaci a také i naslednou analyzu zdsadni ziskat co nejvétsi mnozstvi
neporusenych protoplastl, byla provedena optimalizace centrifugace zplsobem popsanym
v kapitole 3.5.2. Pro zjisténi vlivu tohoto kroku byl kazdy ze ¢tyf vzork(ll, pochazejicich ze stejného
objemu, centrifugovan rliznou dobu, a to po 2, 5, 7 a 10 minutach s pretizenim 200 g. Vzorky pak
byly nasledné rozdéleny na supernatant a pelet a jejich bunécny obsah byl zméfen pomoci pfistroje
FASC, kterym byl sledovan celkovy pocet eventl ve stejném Case a pfi stejné rychlosti nasavani
vzorku do pfistroje.

Jak naznacuje Obr. 8, pocet Castic a protoplastll, které byly vybrany na zakladé velikosti,
se v zavislosti na dobé centrifugace ménil. Zatimco po 2 minutach byl pocet ¢astic v supernatantu
a peletu velmi podobny, po 5 minutach se pocet ¢astic v peletu témér zdvojnasobil, obdobné jako
pocet protoplast(l, ktery se z2802 zvysil na 3268. Po 7 a 10 minutach se celkovy pocet castic
v supernatantu stabilizoval na podobnych hodnotach jako po 5 minutach centrifugace, zatimco
doslo ke zvySeni poctu Castic v peletu. PrestoZe se po 10 minutach v peletu pocet celkovych ¢astic
lehce sniZil, pocet protoplastl zde dosahl nejvyssi hodnoty 3836.

Z vysledk( optimalizace izolace byla zjiSténa zavislosti doby centrifugace na celkovém poctu
Castic a protoplast(. Jelikoz rozdil v mnozstvi ziskanych protoplastd se po 5 minutach centrifugace
v peletu jiz témeér nezvysoval, zatimco stoupalo mnozstvi mensich castic, byla vybrana pravé tato

doba centrifugace. Delsi doba centrifugace by navic mohla vést k poniceni protoplasta.
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Obr. 8: Optimalizace izolace protoplastl znazorfujici zavislost celkového poctu ¢astic po 2, 5, 7 a 10 minutach
centrifugace. Analyzovan byl obsah supernatantu (S) a peletu (P). Cisla nad sloupci znézorfiuji jednotlivé pocty
protoplastd ve vzorku. Oddéleni celkového poctu Castic od protoplastl bylo provedeno na zakladé jejich
velikosti (pomoci kanalu FSC v pfistroji FACS).

4.3 Sortovani protoplastu

Izolované protoplasty z mutantni linie J2501 byly v pritokovém cytometru, vybaveného tryskou
o praméru 100 um, roztfidény na populaci protoplastli exprimujici GFP a populaci zbyvajicich
protoplastll z celé korenové spicky. Identifikace protoplast(l od ostatni bunécné populace na zakladé
jejich velikosti byla zprostfedkovana pomoci FSC a SSC, zatimco GFP+ protoplasty byly identifikovany
na zakladé jejich emise po excitaci 488 nm laserem za poufziti FITC kandlu a ,,bandpass“a ,, longpass*
filtrd umisténé pred detektory. Pfed samotnou analyzou byl ke vzorkiim pridan také PI, ktery neni
schopen pronikat do Zivych a neporusenych protoplastt v dliisledku nizké permeability plazmatické
membrany, a tak slouZil jako ukazatel mrtvych protoplasta.

VySe uvedené parametry byly pouZity pro rozdéleni jednotlivych bunéénych populaci,
které jsou znazornény pomoci grafli na Obr. 9. Vybér jednotlivych populaci, znazornény na Obr. 9B,
pocinal vybérem protoplast( od zbylych bunék na zakladé jejich velikosti za pouZiti FSC (Obr. 9A).
K rozdéleni fluorescencni populace pomoci FITC kanalu od té nefluoreskujici byla pouZita kontrolni
linie Col-0 (Obr. 9C). Na zakladé téchto poznatk( byla u mutantni linie J2501 vybrana GFP+ a GFP-
populace véetné mrtvych protoplastt (Obr. 9D). Pomoci SSC byly odliseny dvé populace bunék.
Vrchni populace kolokalizovala s populaci nabarvenou pomoci Pl, a pravdépodobné se tedy jednalo

o odumrelé protoplasty s vétsi granulocytou (Obr. 9A)
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Obr. 9: Postup tfidéni protoplastl na pratokovém cytometru. Analyza mutantni linie J2501 délici protoplasty
na zakladé jejich velikosti a granularity pomoci FSC a SSC (A v popisku znaci plochu ,Area” dané castice) (A).
Hierarchie tvorby populaci pro tfidéni a podil téchto populaci na celkovém poctu detekovanych castic (B).
Analyza protoplastd kontrolni linie (Col-0) pomoci kandlu FITC a PE-Cy5 (C). Analyza protoplastl mutantni linie
J2501, pomoci kanalu FITC a PE-Cy5 (D). Cervend populace znazorfiuje mrtvé protoplasty, modra populace
tvofi GFP-, zelend populace GFP+ a Zluta populace predstavuje zbylé buriky.

4.4 Purifikace izolovanych protoplasti metodou pu-SPE-PT

Izolované protoplasty z linie J2812 (GFP+) byly roztfidény pomoci FACS na zakladé svého poctu
(10 000, 20 000, 50 000, 100 000). Tyto vzorky byly poté purifikovany pomoci publikovanych p-SPE-
PT protokold (Péncik et al., 2013; Antoniadi et al., 2015), jak je uvedeno v kapitole 3.5.5.1, za pouziti
tfi typO sorbentl: SDB-XC Empore™, C18 Empore™ a Cation-SR Empore™. Koncentrace
jednotlivych metabolit( auxin( a cytokinin( byly zmérfeny pomoci LC-MS/MS (kapitola 3.6.6).
Metabolicky profil auxint byl méfen podle metody Hladik et al. (2023) a z této skupiny byly
identifikovany: IAA, IAA-Asp, oxIAA a oxIAA-Glc. V ramci analyzy cytokinin(i (Svacinova et al., 2012)
bylo proméreno 27 isoprenoidnich a 20 aromatickych cytokinin(, pficemzZ detekovany byly: tZ, cZ,
cZR, iP a iPR. Cilem této analyzy bylo zjistit, jaké mnoZstvi protoplast( je limitni pro zvySeni hladin
fytohormonu nad limit detekce. Kromé toho mél tento experiment prokazat, zda-li rizné mnozstvi
protoplastli neovlivni jejich koncentrace po normalizaci dat (Obr. 10). Auxiny se celkové nachazely
v nejvyssich koncentracich, oxIAA a oxIAA-Glc byly detekovany jiz pti 10 000 protoplastech, a proto

byly vybrany jako reprezentativni zastupci (Obr. 10A). U cytokininG, které jsou v rostlinach obecné
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nizsich hladinach, byl v nejvyssim mnozstvi detekovan cZ a cZR, a proto bylo tito zastupci vybrani

jako reprezentativni (Obr. 10B).
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Obr. 10: Mefeni protoplastl po purifikaci pomoci pu-SPE-PT. Jednotlivé pocty protoplastd po prepoctu na 100
tisic protoplastl pro auxiny oxIAA a oxIAA-Glc (A), a pro cytokininy cZ a cZR (B). Plochy pik{ auxind (C) a
cytokininli (D) namérenych vrlzném poctu protoplastl. Plochy pikl internich standard( auxinl (E) a
cytokininll (F) namérenych v rizném poctu protoplastl. Primér +SD, n = 4.

Z obou vysledkd na Obr. 10A a B je patrné, Ze ani jeden z nich nevykazuje zavislost
koncentrace jednotlivych metabolitl na zvysujicim se poctu protoplastl. Prekvapivé, pfi vyssim
mnozstvi protoplastl po normalizaci dat dochazelo ke sniZzovani koncentrace fytohormonu. Pouze
u cZR byl tento tren opacny (Obr. 10B). U graft zndzornujici jednotlivé plochy pikd vzorku (Obr. 10C

a D) by mél byt pozorovan stoupajici trend v zavislosti na zvysujicim se poctu protoplast(, coz v jisté
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mite vykazuje graf s cytokininovymi metabolity cZ a cZR. Tento trend vSak u auxint pozorovan nebyl.
U poslednich dvou graf(i (Obr. 10E a F) byly porovnavany plochy pikt internich standardd, které by
mély udrZovat stadlou hladinu s minimalnim rozptylem smérodatnych odchylek. Ani tento trend
nebyl potvrzen. Z vySe uvedenych vysledk( je ziejmé, Ze purifikace izolovanych protoplastl
metodou U-SPE-PT nebyla robustni a pfi nanaseni vétsiho objemu vzorku dochazelo k vymyvani

analyt( z SPE sorbentu.

4.5 Optimalizace purifikacniho protokolu DSPE

Z divodu nizké vytéZnosti jednotlivych metabolitd auxinl a cytokininl metodou p-SPE-PT, byla
pro extrakci auxinl a cytokinini provedena optimalizace purifikacniho protokolu vyuZivajiciho
extrakci na tuhé fazi s disperzni matrici, v ramci které byly optimalizovany jednotlivé parametry
izolace k dosazZeni co nejvétsi ndvratnosti stanovovanych latek.

Optimalizace DSPE metody byla provedena na protoplastech z mutantni linie J2812
za vyuziti faktoridlniho ndvrhu experimentu. Optimalizovany byly nasledujici parametry: mnozstvi
sorbentu Oasis MCX a Oasis HLB, pomér fedéni vzorku 5% kyselinou mravenci v 10% methanolu,
pocet protoplastl, pocet promyvacich cyklld a koncentrace kyseliny mravenci (Tab. 1).

Pro znazornéni vysledku této analyzy byla vypracovana heatmapa (Obr. 11), ktera byla
sestrojena na zakladé vysledku screeningu vlivu péti parametrt DSPE v zavislosti na velikosti plochy

fytohormonu. Spolehlivost jednotlivych vysledkl znazornuje kfizova validace (Pfiloha B).
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Obr. 11: Screening vlivu péti parametrl DSPE na velikost piku metabolitd auxind a cytokinin(i v podobé
heatmapy. Barva a jeji intenzita ukazuje velikost koeficientu linedrniho modelu, na zakladé kterého byla
predikovana plocha piku. Cervend barva znaéi pfimou Uméru, modra barva nepfimou Uméru a $edd barva
znazornuje parametr, ktery byl z modelu vyloucen, jelikoZz nevykazoval signifikantni efekt. Parametry byly
testovany v rozmezi uvedeném v Tab 1.
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Vysledky analyzy prokdazaly, Ze nejvétsi vliv na vytéinosti jednotlivych metabolitd mélo
mnozstvi protoplastll. Navic s jejich nar(stajicim mnoZstvi bylo dosazeno i vyssi vytéznosti latek.
Ostatni analyzované parametry nemély témér zadny vliv na vytéZznost analyzovanych latek, coz
ukazalo velkou robustnost metody. Z tohoto diivodu byla metoda DSPE pro nasledujici experimenty
co nejvice zjednodusena, bylo provedeno co nejmensi fedéni vzorku (2:1), a pouZit pouze jeden

promyvaci cyklus pomoci 0,5M kyseliny mravenci.

4.6 Aplikace optimalizované metody na dalsi bunécné linie

Vyvinutd a optimalizovand metodika kombinujici tfidéni protoplasti pomoci FACS s izolaci
fytohormont protokolem DSPE byla aplikovana na tfi mutantni linie A. thaliana: J2812, J2501
aJ0571. U vSech byly nasledné méreny koncentrace jednotlivych metabolitli auxin( a cytokinin(
pomoci LC-MS/MS. Jelikoz kazda linie exprimuje GFP v rozdilnych typech bunék, zimérem této ¢asti
bylo sledovat pomér metabolickych profili mezi bunécnymi typy znacenymi GFP a zbytkem korent

(protoplasty GFP-) (Obr. 12 a 13).
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Obr. 12: Pomér auxinovych metabolitl v GFP+ populaci pfi porovnani s GFP- populaci u mutantnich linii J2812
(epidermis) (A), J0O571 (pericykl a kortex) (B) a J2501 (stéla) (C). Prdmér +SD, n = 3.
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Nejvyssi hladiny auxinG byly naméreny v GFP+ populaci mutantni linie JO571 (pericykl a kortex),
kdy nejvyssich hladin dosahovaly oxIAA-Glc (6,27 £ 0,65 pmol/50 000 protoplastt), oxIAA-Glu (3,70
+ 0,42 pmol/50 000 protoplast) a oxIAA (2,47 + 0,84 pmol/50 000 protoplastd) (Pfiloha D). Zaroven

byly naméreny v GFP+ u mutantni linie J2501 (stéla), u které nebyl detekovan IAA-Asp a IAA-Glu
(Ptiloha D). Hladiny metabolitQ byly u této linie niZsi v pozitivni populaci ve srovnani se zbytkem
kotene s vyjimkou IAA (Obr. 12C). U posledni linie J2812 (epidermis) byly oproti dvéma zminénym
liniim naméreny obdobné hodnoty pro obé populace (Obr. 12A). Zajimavosti je, Ze byla u této linie

v pripadé GFP+ namérena nejvyssi koncentrace IAA-Asp (Priloha D).
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Obr. 13: Pomér cytokininovych metabolitli v GFP+ populaci pfi porovnani s GFP- populaci u mutantnich linif
J2812 (epidermis) (A), J0571 (pericykl a kortex) (B) a J2501 (stéla) (C). Prdmér +SD, n = 3.
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Podobné jako v pripadé auxin(, byly nejvyssi hladiny cytokininli naméreny pravé v mutantni
linie JO571 (pericykl a kortex), kde nejvyssi hladiny byly naméfeny u cZRMP (13,33 =+
0,72 fmol/50 000 protoplast(), iP7G (8,798 + 0,14 fmol/50 000 protoplast) a ¢ZOG (4,352 +
0,60 fmol/50 000 protoplastt), ktery byl detekovan pouze u této linie (Pfiloha E). Kromé toho se
podafilo pravé u této linie detekovat nejvyssi pocet metabolitl (celkem 13) a pomér GFP+/GFP-
dosahoval aZ 6x vyssich hladin (Obr. 13B). Stejné tak jako u auxind byly u mutantni linie J2501 (stéla)
a pomér GFP+/GFP- zde dosahoval nejnizsich hladin (Obr. 13C). U mutantni linie /2812 (epidermis)
sice byly v rdmci poméru GFP+/GFP- naméfeny primérné hladiny pro obé populace (Obr. 13A),
avsak v pripadé GFP+ bylo u této linie naméreno pomérné vétsi mnozstvi metabolitd vykazujici
nejvyssi koncentrace. Patfi mezi né iP (0,637 = 0,85 fmol/50 000 protoplastll), cZ (0,470 +
0,05 fmol/50 000 protoplastt), DHZ (0,141 + 0 fmol/50 000 protoplastd), iP9G (0,0552 + 0,04
fmol/50 000 protoplast(l) a DHZ9G (0,141 + 0 fmol/50 000 protoplastl) (Ptiloha E).
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5 DISKUZE

vvvvvv

rostlinnych hormonu. Cilem této diplomové prace byla optimalizace metod pro izolaci protoplastl
s naslednou izolaci auxinG a cytokininG a mérenim jejich metabolickych profilli v kofenové Spicce
mutantnich linif A. thaliana.

V experimentalni ¢asti byla provedena izolace protoplastll z osmidennich rostlin nékolika
mutantnich linii A. thaliana podle publikovanych protokol( vyuzivajicich fluorescenéné aktivované
tridéni bunék (Petersson et al., 2009; Antoniadi et al., 2015). Predmétem zajmu byly mutantni linie
J2812, pWOL:GFP, M0028 a pSCR:GFP, které byly pouZity i ve vySe zminénych pracich. Ale jelikoz
mutantni linie pSCR:GFP vykazovala malou miru kli¢ivosti, pravdépodobné v dusledku stafi seminek,
a dalsi dvé linie pWOL:GFP a M0028 vykazovaly nizkou intenzitu fluorescence (Obr. 7), kterou nebylo
schopné odlisit od pozadi pfi tfidéni protoplastli, musely byt pouzity nahradni linie. Podle prace
Petersson et al. (2009) byly na zakladé kolokalizace signalu GFP ve stejné kofenové vrstvé vybrany
J2501 (misto pWOL:GFP) a JO571 (misto pSCR:GFP). A jelikoz za mutantni linii M0028 nebylo mozné
pouzit ndhradni linii, ktera by exprimovala GFP ve stejném misté, byla tato ¢ast korene vynechana.

V prvnim kroku byla optimalizovdna doba centrifugace za Ucelem ziskdni co nejvétsiho
poctu izolovanych protoplastli. Byly pouZity Ctyfi rizné casy centrifugace (2, 5, 7 a 10 minut)
a porovnana vytéznost protoplastl v peletu (Obr. 8). Na zakladé vysledk( byla idealni doba
centrifugace zvolena 5 minut, pfi kterych jiz byl naméren dostatecny pocet protoplastl v peletu
v poméru k celkovému poctu Castic. Vyssi doba centrifugace nebyla vybrana v disledku mozného
poskozeni protoplasty.

Izolované protoplasty byly poté podrobeny tfidéni pomoci metody FACS, kdy byly
protoplasty nejprve rozdéleny na zakladé své velikosti (parametr FSC) a granulocyty (SSC) (Obr. 9A).
Na zakladé tohoto rozdéleni byla bunécna populace dale roztfidéna na GFP+ a GFP- populaci pomoci
emise jejich fluorescence po excitaci modrym laserem (488 nm) (Obr. 9D). K odliSeni mrtvych
protoplastll od Zivych byl ke vzork(im pfidan propidium jodid, ktery neni schopen pronikat do Zivych
a neporusenych protoplast(l, v disledku nizké permeability plazmatické membrany (Dolezel, 2007).
Jeho emise byla sledovana po excitaci Zluto-zelenym laserem (561 nm). Po zobrazeni populace
mrtvych protoplastl do grafu FSC vs. SSC (Obr. 9A) se prokazalo, Ze mrtvé protoplasty vykazuji vyssi
granulocytu a nejsou tedy tfidény spolecné GFP populacemi.

Pro ndaslednou fytohormonalni analyzu byl pouzit jiz vyvinuty pfistup kombinujici FACS s LC-
MS/MS, ktery byl se stejnym zamérem pouzit i v predeslych pracich (Petersson et al., 2009; Péncik
et al., 2013; Antoniadi et al., 2015). Avsak velmi nizké koncentrace auxinl a jesté nizsi koncentrace

cytokinind cini jejich kvantifikaci na bunécné urovni velice ndro¢nou (Novak et al., 2017). V dlsledku
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toho je nezbytné pouzit vysoce ucinnou purifikaéni metodu zajistujici odsoleni, precisténi
a obohaceni pred samotnou LC-MS/MS analyzou (Rappsilber et al., 2003; Ishihama et al., 2006).
K izolaci auxin(l a jejich metabolitl se bézné pouZivaji polymerni reverzni faze (napt. Oasis HLB;
Novak et al., 2012), polymerni faze se smisSenym principem zachytu (Oasis MAX a Oasis MCX) (Backle
et al., 2012, Jikumaru et al., 2013). Pro u¢innou separaci cytokininl je mozné vyuzit smiSeny rezim
s reverzni fazi a iontoménicovou extrakci (Fu et al., 2011; Tarkowska et al., 2014).

Pro purifikaci auxin(i a cytokinin( z protoplastl korenové Spicky A. thaliana byla dfive
vyuZita metoda p-SPE-PT za poufZiti tii typt sorbentd: Cation-SR Empore™, SDB-XC Empore™ a C18
Empore™ (Pénéik et al., 2013, Antoniadi et al., 2015). Z toho ddvodu byla tato purifikaéni metoda
testovana a validovana na rlzném mnozstvi protoplastt (10 000, 20 000, 50 000 a 100 000). V shodé
s predchozimi publikovanymi vysledky patfil mezi hlavni metabolity vyskytujici se v kofenové Spicce
oxIAA (Péncik et al., 2013). Nové byl kvantifikovan ve vysokych hladinach i oxIAA-Glc (Obr. 10),
zatimco ostatni konjugaty IAA byly detekovany v mensi mife (Péncik et al., 2013). Podobné jako
u Antoniadi et al. (2015) byl z cytokininovych metabolit(i nalezen v kofenové Spicce nejvyssi obsah
iP a cZ. Nicméné koncentrace auxind a cytokinin( normalizované na 100 000 protoplastt se ménily
na zakladé mnozstvi aplikovanych protoplastd, kdy s jejich vyssim poctem klesalo detekovano
mnozstvi fytohormont (Obr. 10A, B). Vzestupny trend mél byt rovnéz zaznamendan po prepoctu
plochy piku analyt(l v zavislosti na mnozstvi protoplasti (Obr. 10C, D), coz se Castecné prokazano
u cytokininovych metabolitd, ale u auxinovych metabolit(i nikoliv. K validaci u-SPE-PT metody byly
rovnéz porovnavany plochy pikl internich standard(i (Obr. 10E, F), které mély vykazovat podobné
hladiny s nizkym rozptylem smérodatnych odchylek. Tento vysledek nebyl prokazan ani u jednoho
sledovaného internho standardu. Na zakladé vyse uvedenych vysledk( bylo prokazano, Ze tato
metoda U-SPE-PT neni v kombinaci s FACS robustni. Pravdépodobné dochazi k vymyvani analytd
z SPE sorbentu, coZz mliZe byt zplisobeno vysokym obsahem soli pochazejicich z FACS pufru ¢i malou
kapacitou StageTips sorbentu zapfi¢inénou velkym objemem vzorku.

Z toho divodu byla pro purifikaci vzorkd tfidenych bunék vybrana metoda DSPE (Petfik et
al., nepublikovano), ktera byla optimalizovana pomoci faktoridlniho navrhu experimentu (Ferreira
et al., 2017). Bylo optimalizovdano pét rlznych parametrl a testovan jejich vliv na velikost
chromatografického piku jednotlivych metabolitl (Obr. 11). Zasadni vliv na vyslednou analyzu mélo
mnozstvi protoplast(, kdy se stoupajicim mnoZstvim se zvySovala plocha piku, coZ je v souladu
s oCekavanim na rozdil od purifikace metodu pu-SPE-PT (Obr. 10). Ostatni parametry mély na vysledky
optimalizace metody DSPE minimalni vliv, a proto byly pouzZita nejjednodussi a nejrychlejsi varianta
purifikace (fedéni vzorku 5% kyselinou mravenci v 10% methanolu v poméru 2:1 a jeden promyvaci
cyklus 0,5M kyselinou mravenci). Tyto optimalizované parametry DSPE protokolu prokazuji dobrou

robustnost metody i pro vetSi mnoiZstvi protoplastd nebo rGzné podminky (mnoZstvi soli
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pochdazejicich z FACS pufru, velky objem vzork( apod.). Kombinace FACS, DSPE a LC-MS/MS spole¢né
s mutantnimi linie, které obsahuji rozdilné znacené typy bunék pomoci GFP v rdmci kofenové spicky
(napf. v této praci pouzité J2812 - epidermis, JO571 - pericykl a kortex a J2501 - stéla), by méla
umoznit vytvoreni podrobné mapy distribuce nejen auxin( a cytokinin( a jejich specifickych
metabolitd.

PrestoZze vétSina rostlinnych pletiv vykazuje urcéitou schopnost biosyntézy IAA, syntéza
auxinu se odehrava prevaziné v mladych, vyvijejicich se tkanich, jako jsou apikalni ¢asti koren( a baze
vyvijejicich se listll (Ljung et al., 2001). Mapu distribuce IAA v kofenové Spicce A. thaliana, jez
publikovala ve své praci Petersson et al. (2009), byla vytvorena pomoci 14 rlznych linii exprimujici
GFP v odlisnych bunécnych typech. Vysledky ukazaly mista s vysokou mirou syntézy v korenové
Spicce a prokazaly pfitomnost koncentracniho gradientu IAA s vyraznym maximem v QC korenové
Spicky. Zatimco kura, endodermis a apikalni ¢ast stély obsahovala dvakrat vice IAA nez okolni tkan,
v kolumele a epidermis byly naméreny koncentrace IAA nizsi. Pozdéjsi prace (Péncik et al., 2013)
se zabyvala analyzou katabolickych zmén IAA za pomoci péti mutantnich linii, kdy byl stanoven
pomér koncentrace IAA a oxIAA. Vysledky této analyzy prokazaly, Ze mutantni linie pSCR:GFP
a M0028:GFP vykazuji v porovnani s mutantnimi liniemi J2812 a pWOL:GFP vyssi rychlost
katabolismu IAA a nejvyssi pomér GFP+/GFP- byl naméren u linie M0028:GFP. Stejné mutantni linie
byly vyuZity i v publikaci Antoniadi et al. (2015) pro analyzu cytokininovych metabolit(l. A stejné jako
v pripadé auxint ve vyse uvedenych pracich byly nejvyssi hladiny cytokinini naméreny u mutantnich
liniich M0028 a pSCR:GFP.

Posledni ¢ast této prace byla vénovana aplikaci optimalizované metody pro izolaci a tfidéni
protoplastli na mutantni linie J2501, J2812 a J0571. Vysledky analyzy auxin(l prokazaly nejvyssi
vytéznost metabolitl v GFP+ u linie J0571, u které byly naméreny nejvyssi hladiny oxIAA-Glc, oxIAA-
Ve srovnani s praci Péncik et al. (2013) bylo v této analyze dosazeno v rdmci poméru GFP+/GFP-
u lAA a oxIAA velmi podobnych nebo vyssich hodnot. Zatimco hodnoty u linii J2812 a J2501
(v publikaci pouzita J2812 a pWOL:GFP) vykazovaly témér stejné hladiny, s vyjimkou linie J2812,
u které nebylo I1AA detekovano, linie JO571 dosahovaly témér az 6x vyssich hladin (v publikaci
PSCR:GFP), prestoze byly naméreny z polovi¢niho mnozstvi protoplastd (50 000) ve srovnani s vyse
uvedenou praci (100 000). PrestoZe v publikaci Petersson et al., 2009 byla analyzovana pouze |AA,
kterd byla pouZita k sestaveni distribu¢ni mapy v kofenové Spicce u 14 rlznych mutantnich linii,
vysledky obou analyz prokazaly, Ze vysoké koncentrace IAA se vyskytuji voblasti kortexu

a endodermis (JO571) a naopak nejnizsi v oblasti epidermis (J2812) (Obr. 12A, C).
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Obr. 14: Gradientova mapa auxinovych (A) a cytokininovych (B) metabolitli v kofenové Spicce A. thaliana,
keteré byly méreny ve tfech mutantnich liniich J2812 (epidermis), J0571 (pericykl a kortex) a J2501 (stéla).
Barevna skala ukazuje pomér GFP+/GFP- populace, kde hodnota 1.0 je rovna pozadi; n.d.- nedetekovano.
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Na zakladé zjisténych vysledk( (Obr. 12) byla konstruovana distribu¢ni mapa auxinovych
metabolitll (Obr. 14A), ktera potvrzuje dfive nalezeny gradient IAA a oxIAA v kofenové Spicce
(Petersson et al., 2009; Péncik et al., 2013). Navic byly sestrojeny mapy pro aminokyselinové
konjugaty IAA a oxIAA, které ukazuji maxima v kortex a epidermis, zatimco nebyly detekovany ve
stéle. Podobny gradient byl pozorovan také u oxIAA-Glc.

Analyza cytokinin(l prokazala ve srovnani s auxiny velmi podobné vysledky. U mutantni linie
J0571 bylo naméreno nejvice metabolitl (13) (Obr. 13B) s nejvyssi koncentracni Urovni u cZRMP,
cZ0G, iP7G (Ptiloha E). Ve srovnani s ostatnimi liniemi dosahoval také pomér GFP+/GFP- aZz 6x
vyssich hladin. Oproti uvedenym liniim bylo u J2812 naméfeno pét metabolitli vykazujici nejvyssi
koncentrace. V rdmci srovnani namérenych hladin s vysledky uvedenymi v publikaci Antoniadi et al.
(2015), ve které bylo naméreno celkem 15 cytokininovych metabolit(i ze 100 000 protoplastd, sice
bylo dosazeno mensiho poc¢tu detekovanych metabolit(i, avsak hladiny poméru GFP+/GFP- byly
ve vétsiné pripadech az nékolika nasobné vétsi ve vSech typech mutantnich linii za pouziti
polovi¢niho mnozstvi protoplastl. Hladiny cytokinovych metaboliti se zde pohybovaly v celkovém
rozmezi 0,3-10 fmol/100 000 protoplastll, zatimco u nové optimalizované metody se jednotlivé
metabolity pohybovaly v koncentraénim rozmezi 0,02-13,3 fmol/50 000 protoplastll. Prestoze
se touto metodou ve srovnani s uvedenou publikaci nepoved| detekovat tZ, iPRMP, iPR, iP7G a tZ9G,
byl namisto toho detekovan DHZ, DHZ9G a tZ7G. Naopak obé prace potvrdily, Ze v oblasti stély
(pPWOL:GFP a J2501) je koncentrace O-glukosidll (tZOG a cZOG) nulova. Prekvapivé je, Ze linie
PSCR:GFP pouzita ve zminované praci, jejiz bunécné typy v korenové spicce by mély kolokalizovat
s mutantni linii J0571, vykazovala ve srovnani s mutantnimi liniemi pWOL:GFP a J2812 mensi hladiny
v poméru GFP+/GFP-,

Gradientova mapa korenové Spicky byla sestrojena také pro cZ a jeho metabolity (Obr. 14B).
Nicméné, jelikoZz se nepodafilo detekovat kompletni metabolické profily pro ostatni cytokininy,
nebyla pro né tato mapa vytvorena (Obr. 13; Pfiloha E). Zatimco cZ, cZR a ¢Z7G byly detekovany ve
vsech trech kofenovych vrstvach, cZRMP byl detekovan pouze ve stéle, cZ9G v epidermis a cZOG
v kortexu.

Uvedena srovnani dokazuji, Ze optimalizované metoda je dostatecné robustni. Do budoucna

vevs

Spicce, které mohou byt ndpomocné k hlubsimu pochopeni metabolickych drah fytohormond.
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6 ZAVER

Predlozena diplomova prace byla vénovana optimalizaci metod pro izolaci jednotlivych protoplastl
a naslednou purifikaci fytohormonl z kofenové Spicky mutantnich linii A. thaliana s rozdilné
fluorescencné znacenymi typy bunék.

Prvotni cil se tykal ovéreni jednotlivych mutantnich linii A. thaliana (J2812, pWOL:GFP,
MO0028,  J2501 a J0571) pod konfokdlnim mikroskopem. Byla kontrolovana intenzita
a predpokladané misto exprese GFP, na zakladé ¢ehoz byly pro dalsi experimenty spojené s analyzou
fytohormont vybrany mutantni linie J2812, J2501 a JO571.

V dalsim kroku byla optimalizovdana metoda pro izolaci protoplast(, v ramci které byla
na mutantni linii pWOL:GFP testovana doba centrifugace. Jako idedlni doba centrifugace se ukazalo
pét minut, které byly pouzivany v dalSich experimentech. Tato optimalizovana metoda byla pouZita
pro tridéni protoplast( z kofenové spicky A. thaliana pomoci pfistroje FACS.

Z dtvodu nizké navratnosti jednotlivych auxinovych a cytokininovych metabolit(i zavedenou
purifikacni metodou u-SPE-PT, byla provedena optimalizace purifikacniho protokolu metodou DSPE,
v ramci které bylo testovano pét parametrd. Na zakladé toho bylo prokazano, ze nejvétsi vliv
na vytéznost metabolitl ma pocet protoplastl a ostatni parametry potvrdily vysokou robustnost
metody.

Optimalizovana metoda pro izolaci protoplastll a purifikaci fytohormonu pak byla pouZita
na mutantni linie J2501, J2812 a JO571, jejichZ rozdilné znacené typy bunék pomoci GFP by mohly
vést k lepsSimu porozuméni jednotlivych metabolickych drah auxint a cytokining.

Na tuto problematiku bylo vypracovano jiz nékolik publikaci, avsak tato prace v dusledku
soucasného velkého rozvoje purifikacnich a analytickych metod disponuje detailnéjSimi
informacemi o jednotlivych metabolitech v kofenové Spicce. V této diplomové praci bylo také
dosaZeno i novych poznatk( tykajici se izolace protoplast( a také nasledné purifikace fytohormond,
které mohou byt vyuZity pro dalsi experimenty. K hlubsimu pochopeni metabolickych drah
fytohormont a ziskani kompletni mapy distribuce auxinovych a cytokininovych metabolitl

navrhujeme analyzu dalSich mutantnich linii, nez které byly pouzity v této praci.
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8 PRILOHY

Pfiloha A: Faktoridlni navrh experimentu pouzitého k optimalizaci metody DSPE pomoci péti
faktord.

Vzorky A B C D E
1 -1 -1 -1 1
2 -1 -1 1 -1
3 -1 1 -1 -1 1
4 -1 1 -1 -1
5 1 -1 -1 -1 -1
6 1 -1 1 -1 1
7 1 1 -1 1 -1
8 1 1 1 1 1
9 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0
Blank 1 0 0 0 0 0
Blank 2 0 0 0 0 0
Blank 3 0 0 0 0 0
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Pfiloha B: KfiZova validace znazorriujici spolehlivost optimalizace parametri DSPE metody pomoci
faktorialniho designu experimentu. Pro kazdy metabolit by spocitan koeficient determinace (R2),
ktery vykazuje vyssi miru spolehlivosti, ¢im vice se blizi k hodnoté jedna. Adjustovany koeficient
determinace (Q2) ukazuje spolehlivy vysledek, pokud se neisi hodnoty R2 o vice nez 0,3.
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Pfiloha C: Porovnani vzoru exprese v kofenové 3picce u tii GFP linii A. thaliana pouzitych v
této studii na zakladé snimka z konfokalniho mikroskopu (Petersson et al., 2009).
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Ptiloha D: Endogenni hladiny IAA (pmol/50 000 protoplast(l) a pfislusnych metabolitd ziskanych
z LC-MS/MS analyzy tfi mutantnich linii (J2812, J0571 a J2501). Schéma auxinového metabolismu
vychazi z Obr. 3, Priimér £SD, n = 3.
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Pfiloha E: Endogenni hladiny cytokinind (fmol/50 000 protoplastt) ziskanych z LC-MS/MS analyzy
tFi mutantnich linii (J2812, J0571 a J2501). Primér £SD, n = 3.
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Ptiloha E (pokracovani): Endogenni hladiny cytokinind (fmol/50 000 protoplast() ziskanych z LC-
MS/MS analyzy tfi mutantnich linii (J2812, J0571 a J2501). Primér + SD, n = 3.
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